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Zur Biochemie der Strahlenwirkungen. 


Ill. Mitteilung: 


Der Einflu8 der Wiarmestrahlen auf Blutreaktion, 
Alkalireserve und Mineralbestand, 


Von 
Christian Kroetz. 
(Aus der medizinischen Klinik der Universitat Greifswald.) 


(Eingegangen am 10. Oktober 1924.) 


Die unter Warmeeinwirkung beobachtete Alkalose kann in Vergleich 
gestellt werden mit der Hyperventilationsalkalose') und mit der 
Strahlungsalkalose*). Im ersteren Falle lieBe sich eine primire 
Steigerung der Ventilationsgr6éBe zum Zwecke vermehrter Warmeabgabe 
(,,Warmed yspnoe“), hervorgerufen durch einen zwischen Warmezentrum 


und Atemzentrum ablaufenden Reflex, annehmen; die Senkung der 
CO,-Sparmung wiirde bei dem Ausbleiben einer kompensatorischen 
Hypokapnie zur alkalotischen Reaktionsumstimmung fihren, wie es 
fir die kiinstliche Hyperventilation des Menschen bekannt ist. Im 
anderen Falle wiirde eine primiare, entweder auf himatogenem Wege 
ausgeléste (himatogene) oder értlich entstandene (zentrogene) Milieu- 
anderung im Atemzentrum zur Erniedrigung der Reizschwelle fiir die 
Cy, zur Einstellung der Blutreaktion auf einen mehr alkalischen Wert 
Veranlassung geben. 

Die vorliegenden Befunde bei Warmeeinwirkung gestatten es nicht, 
die Frage zugunsten der einen oder anderen Erklarung zu entscheiden. 
Bazett und Haldane*), welche die kérperlichen Symptome der Warme- 
wirkung durch die bei niedriger CO,-Spannung erschwerte O,-Abgabe 
an das Gewebe erkliren, widmen dem Wege, der zu dieser Senkung 
der CO,-Spannung fiihrt, keine Erérterung. Haggards*) Versuche, die 


1) Henderson und Haggard, Journ. of biol. Chem. 38, 355, 1918; Davies, 
Haldane und Kennaway, Journ. of Physiol. 54, 32, 1920; Kl. Gollwitzer- 
Meier und E. Chr. Meyer, Zeitschr. f. d. ges. exper. Med. 40, 70, 1924. 

*) Kroetz, diese Zeitschr. 151, 146 u. 349, 1924. 

3) Bazett und Haldane, KongreB-Zentralbl. f. d. ges. inn. Med. 20, 
341, 1921. 

*) Haggard, Kongre®B-Zentralbl. f. d. ges. inn. Med. 17, 153, 1921. 
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im heiBen Bade eine unveranderte Alkalireserve und eine Alkalose 
feststellten, wiirden die Warmealkalose direkt in Parallele setzen zur 
Hyperventilationsalkalose des Menschen. Andererseits scheint die 
von Caiori, Crouter und Pemberton") ermittelte Hyperkapnie die Warme- 
alkalose an die Seite der Strahlenalkalose zu riicken. Doch spielt 
sowohl bei Haggard als bei den letztgenannten Autoren der Temperatur- 
koeffizient (Erhéhung der Kérperwiirme wihrend des Versuchs) eine 
noch nicht véllig tibersehbare Rolle. 

Die im folgenden berichtete Versuchsreihe wurde angestellt, um die 
Frage in der einen oder anderen Weise zu kliiren. Es wurde Wert darauf 
gelegt, bei der Warmeeinwirkung eine Erhéhung der Kérpertemperatur zu 
vermeiden. Bei keiner Versuchsperson war am Ende des Versuchs die 
Rektaltemperatur erhéht. Die Ergebnisse sind deshalb eindeutiger als in 
jenen Versuchsanordnungen, wo infolge erhéhter Kérperwiarme die alveolare 
H,O-Spannung, die CO,-Léslichkeit, die C O,-Bindungsfahigkeit und der 
Dissoziationsgrad der Elektrolyte beeinfluBt wird. 

Die Versuchsmethodik schloB sich genau an diejenige der friiheren 
Arbeit an. Als Warmequelle diente die Wiairmestrahlung eines elektrischen 
Lichtbades (Kohlenfadenlampen); aus dem wirmedichten Verschlu8 des 
Lichtkastens tauchten Hals und Kopf auf. Versuchspersonen waren gesunde 
junge Manner (1 bis 3) und ein alterer Patient, der an beginnendem Malum 
coxae litt. Die Versuchspersonen waren 1 Stunde vor Versuchsbeginn in 
den Untersuchungsraum gebracht; Alveolarluftbestimmungen und Blut- 
entnahmen vor und nach der Warmeeinwirkung wurden unter vollig gleichen 
auBeren Bedingungen durchgefiihrt. Die Protokolle sind im Anhang wieder- 
gegeben. 

Die Senkung der alveolaren CO,-Spannung unter Wirmeeinwirkung 
betrug in den vorliegenden Versuchen 2,8 bis 8,883mm Hg. Sie war 
in keinem Falle von einer Anderung der Lage der CO,-Bindungskurve 
begleitet, die Alkalireserve des Blutes blieb stets véllig unverindert. 
Es kam infolgedessen zu einer deutlichen Verschiebung der aktueilen 
Reaktion des Blutes nach der alkalischen Seite, das py stieg um 0,02 
bis 0,077 an. Diese Befunde sind eine Bestaitigung der Angaben Boycotts 
und Haldanes*), Bazetts und Haldanes, Haggards iiber die Senkung der 
alveolaren CO,-Spannung sowie der gasanalytischen pg-Messungen 
Haggards. Was die Alkalireserve betrifft, so sind die in der Literatur 
vorliegenden Daten nicht ohne weiteres vergleichbar; denn sie sind in 
Versuchen gewonnen, die mit Erhéhung der Koérpertemperatur unter 
Wirmeeinwirkung einhergingen. Von Haggard wurde unter diesen 
Umstinden eine unveranderte, von Caiori, Crouter und Pemberton eine 
erhéhte Lage der Bindungskurve ermittelt. Fiir die hGhere Kérperwarme 
tritt dabei eine geringe Senkung der Kurvenlage in Geltung. Haggard 
hat betont, daB die letztere zur Kompensation des Abfalls der alveolaren 


1) Caiori, Crouter und Pemberton, Journ. of biol. Chem. 57, 1, 1923. 
*) Boycott und Haldane, Journ. of Physiol. 87, 355, 1908. 
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CO,-Spannung nicht ausreicht, was um so mehr bei der Hyperkapnie 
Caioris, Crouters und Pembertons gilt. In den vorliegenden Versuchen 
fallt hingegen der EinfluB einer Temperaturinderung weg: die Lage 
der CQO,-Bindungskurve entspricht unmittelbar der Alkalireserve des 
Blutes bei der obwaltenden Versuchstemperatur. 

Der Wasser-, EiweiB- und Salzbestand des Serums zeigt unter 
dem EinfluB der Warmeeinwirkung und der begleitenden Schweib- 
absonderung starke Verschiebungen. Die Trockensubstanzwerte, der 
refraktometrische EiweiBgehalt, die relativen Himatokritzahlen nehmen 
zu; jedoch sind die prozentualen Anderungen nicht gleichmaBig, was 
aus Tabelle I deutlich hervorgeht. 


Tabelle I (prozentuale Anderungen). 





: Trocken- Eiweif Hamatokrit- . , 
Ne substanz (refraktometrisch) zablen Ga Ne 

l + 5,3 + 3.9 +14 1,0 + O03 
2 2.3 + 1,2 1,1 2,3 + 1,0 
3 38 + 1,7 + 1,2 3.6 — 1,3 
4 + 3,0 + 2,0 + 1,7 0 — 0,6 


Die Tabelle lehrt, daB bei Beriicksichtigung der Serumeindickung 
der absolute EiweiBgehalt abgenommen hat, eine Feststellung, die 
im Lichtbad erstmals von Nonnenbruch und Bogenddrfer') erhoben 
worden ist (Versuchsnummer 9/10 ihrer Tabelle 1); es ist an das 
Gewebe ,,cine stark eiweiBhaltige Fliissigkeit* abgegeben worden, Der 
EiweiBabstrom driickt sich auch aus in der Abnahme des Anionen- 
defizits, welches ja die Menge der Alkaliproteinate anzeigt. Die 
Himatokritzahlen, die sich auf das mit Luft geschiittelte defibrinierte 
Blut beziehen und daher die Wasserbewegungen im Serum ohne Ent- 
stellung durch die stattfindenden Anderungen der CO,-Spannung des 
Blutes dartun, folgen der Trockensubstanz nicht ganz. 24 Stunden 
nach der Wirmeeinwirkung ist eine deutliche Serumverdiinnung nach- 
weisbar (T.ockensubstanz- und Himatokr't werte). 

Die mit der gemessenen Senkung der CO,-Spannung verbundenen 
Austauschvorgiinge*) zwischen Kérperchen und Serum beeinflussen 
besonders die Na- und Cl-Konzentration im Serum: des Cl nimmt zu, 
das Na ab. Von der aus den Protokollen ersichtlichen Cl-Zunahme 
nach Wirmeeinwirkung ist somit — um ein wahres Bild Ces zu unter- 
suchenden, zwischen Blut und Gewebe ablaufenden Austausches zu 


1) Nonnenbruch und Bogendérjer, Deutsches Arch. f. klin. Med, 188, 
392, 1920. 

2) Fridericia, Journ. of biol. Chem. 42, 245, 1920; Gollwitzer-Meier und 
Meyer, Zeitschr. f. d. ges. exper. Med. 40, 77, 1924; Mellanby und Wood, 
Journ. of Physiol. 57, 113, 1923. 


12* 
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erhalten — zunachst ein gewisser Abstrich, entsprechend dem aus dem 
Kérperchen stammenden Cl, zu machen; es bleibt dann die Cl-Zunahme 
noch starker hinter der Zunahme der Trockensubstanz zuriick, anders 
ausgedriickt: es ist eine chlorreiche Fliissigkeit aus dem Blute ab- 
gestrémt. Umgekehrt ist — zur Ausschaltung der bluteigenen Aus- 
tauschvorginge — den Na-Werten ein kleiner Betrag zuzuzihlen; der 
Unterschied zwischen der groBen H,O-Abnahme und der geringen 
Na-Zunahme wird damit etwas verringert und etwa dem AusmaB des 
Wasser- : Chlorunterschiedes angenihert: Das aus dem Serum in das 
Gewebe verschwindende Chlor wird von etwa gleichviel Natrium 
begleitet; es strémt aus dem Blute eine eiweif- und kochsalzreiche 
Fliissigkeit ab. 

Nach den fir ultraviolette und Réntgenstrahlen erhobenen Be- 
funden (Kroetz) ist es nun von besonderem Interesse, das Verhalten 
des Anionendefizits und des Ionengleichgewichts im Serum unter Wirme- 
einwirkung zu verfolgen. 

Das Anionendefizit nimmt nicht zu (s. Protokolle), sondern um- 
gekehrt etwas ab, letzteres ein Ausdruck der EiweiBverminderung im 
Serum; das Kalium— Phosphate —Calcium-Gleichgewicht!) zeigt nur 
geringfiigige Verschiebungen, die keinesfalls an diejenigen heranreichen, 
welche bei den genannten kurzwelligen Strahlen ermittelt worden 
waren. Was schon aus der unverinderten Alkalireserve zu entnehmen 
war, zeigt sich also auch in dem fehlenden Anstieg des Anionendefizits, 
da8 nimlich unter Warmeeinwirkung keine fremden fixen Séuren in das 
Blut einstrémen. Das Ionengleichgewicht , vondem wegen seiner Bedeutung 
fiir die Erregbarkeit des Atemzentrums?) wiederum das Teilverhialtnis 

(Kalium) x (Phosphate) 

Calcium 
Warmeeinwirkung keine maBgebende Veranderung. Die Anderungen 
dieses Teilverhiltnisses (Qa, vorletzter Stab der Protokolle) betragen 
+14, +54, +0,9, +1,5 Proz., Ausschlage, die neben denjenigen, 
welche fiir ultraviolette und Réntgenstrahlen gefunden worden waren 
(12 bis 59 Proz.), verschwinden, und das bei annihernd gleichem AusmaB 
der Senkung der Cy, des Blutes (Rg, letzter Stab der Protokolle), hier 
16, 14, 12, 4 Proz., dort 3 bis 24 Proz. 

Der Vergleich der Einwirkung der Warmestrahlung mit derjenigen 
der ultravioletten und Réntgenstrahlen ergibt somit eine Reihe mab- 
gebender Unterschiede: bei Wirmestrahlung kein initiales Acidose- 


im Vordergrunde steht, erfahrt unter 


*) Diese drei Ionen fanden sich in den Analysen kaum verandert; 
die Umrechnung auf konstanten Wassergehalt eriibrigt sich bei ihnen, da 
der Nachdruck allein auf dem Verhialtnis ihrer Konzentration liegt. 

2) Kl. Gollwitzer-Meier, diese Zeitschr. 151, 54, 1924. 
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stadium, kein Anwachsen des Anionendefizits, keine Verschie bung des Teil- 
(Kalium) x (Phosphate) 

Calcium , 
Glieder nachweisen, die dort tiber den Weg einer Umstellung im orga- 
nischen und anorganischen Haushalt der Safte zu einer 6rtlichen Milieu- 
verinderung im Atemzentrum, zu einer Modifizierung des normalen 


verhalt nisses Es laBt sich hier also keines der 


Atemreizes gefiihrt haben. 

Was den Weg betrifft, auf dem die Wdrmealkalose entsteht, so ist 
hiernach die eingangs gestellte Frage, ob bei Warmecinwirkung im 
Blute stoffliche Veranderungen nachweisbar sind, welche die Reiz- 
schwelle des Atemzentrums fiir den normalen Atemreiz hdmatogen 
beeinflussen, wenigstens was das anorganische lonengleichgewicht an- 
geht, zu verneinen. Andere stoffliche Anderungen im Blute. vor allem 
in seinem organischen Bestand, die unserer Analyse heute noch nicht 
meBbar sind, werden damit natiirlich nicht ausgeschlossen; jedoch 
dirfte es mehr als zweifelhaft sein, daB ihnen eine primére Rolle 
zukommt und von ihnen eine hamatogene Alkalose ausgeht. Die 
Annahme einer zentrogenen Entstehung findet in den vorliegenden 
Versuchsdaten keine greifbare stoffliche Unterlage. Gleichwohl ist 
mit ihrer Méglichkeit durchaus zu rechnen. So kénnte der értliche 
Stoffwechsel im Atemzentrum durch Anderung der Permeabilitat der 
Zellen, durch kolloidale Umstimmungen beeinfluBt werden. Besonders 
bei Steigerung der Kérperwirme ist an solche kolloidchemischen 
Umstimmungen zu denken; es ist nicht ausgeschlossen, daB ihr Aus- 
bleiben oder Auftreten die heute bestehenden Verschiedenheiten in 
den Ergebnissen der einzelnen Untersucher zum Teil erklart. Mézlicher- 
weise ist die Hyperkapnie in den Versuchen von Caiori, Crouter und 
Pemberton, die bei Bazett und Haldane und bei mir fehlte, so zu 
werten, da®B ihr andere Umstellungen im Mineralbestand des Blutes 
parallel gingen und daB bei starkeren Temperaturerhebungen nach 
WarmeeinfluB, hinausgehend tiber die nervése Hyperventilation (siehe 
weiter unten), noch zentrogene Veraénderungen auftreten kénnen, die 
sekundér dann lonenverschiebungen zwischen Geweben und Blut 
veranlassen'). SchlieBlich sei bemerkt, daB ein O,-Mangel im Atem- 
zentrum durch erschwerte O,-Abgabe an das Gewebe fiir die Auws- 
lésung der Hyperventilation (bei noch normaler CO,-Spannung des 
Blutes) nicht in Frage kommen kann. Auch ein Abfall der O,-Sattigung 
des Blutes ist im Hitzeversuch nicht nachweisbar (Caiori, Crouter und 
Pemberton). Zusammenfassend |4Bt sich somit heute feststellen, daB 


') Auch in solehem Falle blieben Ultraviolett- und RKéntgenlicht 
in deutlichem Wirkungsunterschied zur Warmestrahlung; dort primiire 
Saiuerung im Gewebe und folgende Alkalose, hier nervése zentrogene 
Alkalose und folgende Mineralumstellung in Geweben und Blut. 
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eine zentrogene Entstehung der Warmehyperventilation zwar bisher 
aus den Ergebnissen nicht direkt zu entnehmen ist, aber doch 
praktisch in Betracht kommen kann. 

Andererseits kann bei dem Fehlen greifbarer stofflicher Einfliisse 
auf das Atemzentrum der anderen, eingangs theoretisch erwogenen 
Auffassung, wonach das Atemzentrum durch einen nervésen Impuls 
vom Warmezentrum her erregt wird, also eine nervés bedingte Hyper- 
ventilation zur Alkalose fiihrt, zunachst nicht widersprochen werden. 
Es scheinen fiir die letztere Auffassung auch die Resultate der hier 
mitgeteilten Versuche ins Feld zu fiihren sein, die, bei Vermeidung von 
Erhéhungen der Kérperwarme, eine recht weitgehende Ubereinstimmung 
der Verhialtnisse bei Wiarmealkalose und Hyperventilationsalkalose 
feststellen: Senkung der alveolaren CO,-Spannung, unveranderte 
Alkalireserve, unbeeinfluBter Calciumspiegel, fliichtige Dauer der 
Alkalose. Gerade diese Fliichtigkeit der Warmealkalose stellt sie in 
einen entscheidenden Gegensatz zu der Strahlungsalkalose, fiir welche 
eine tiber Tage hin zn festgehaltene Hyperkapnie und Alkalose charak- 
teristisch ist (Kroetz). Es sei erwaihnt, daB tetanische Symptome bei 
keiner der vier Versuchspersonen unter Warmeeinwirkung zu_beob- 
achten waren (Chvostek und Fazialisphanomen negativ, elektrische 
Erregbarkeit nicht gepriift). 


Zusammenfassung. 

Die Senkung der Kohlenséurespannung nach Warmeeinwirkung 
ist, bei Vermeidung einer Erhéhung der Kérperwiirme, von keiner 
Anderung der Alkalireserve des Blutes begleitet; es kommt daher zu 
einer ausgesprochenen Wirmealkalose. Verschiebungen im l[onengleich- 
gewicht finden unter Warmeeinwirkung nicht statt. Die Anderungen 
im Wasser- und Salzbestand des Baites beschranken sich auf die Ab- 
gabe einer eiwei8- und kochsalzreichen Flissigkeit an das Gewebe. Das 
(Kalium) x (Phosphate) 

(Calcium) 
erfahren keine Zunahme. Im Mineralstoffwechsel lassen sich somit keine 
Umstellungen nachweisen, die zu einer hamatogenen Anderung der Reiz- 
schwelle des Atemzentrums fiihren kénnten. Obwohl stoffliche Ver- 
anderungen im Atemzentrum infolge primirer Kolloidumstimmung und 
damit eine zentrogene Entstehung der Warmehyperventilation und 
-alkalose nicht ausgeschlossen werden kénnen, hat daher die Erklarung 
der fliichtigen Wéarmealkalose als einer Hyperventilationsalkalose 
infolge primérer Erregung des Atemzentrums durch einen nervésen 
Reflex vom Wiirmezentrum her die gréBere Wahrscheinlichkeit fiir sich. 


Anionendefizit im Serum und das Teilverhaltnis 
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Die Adsorption von H’ und OH’ an Tierkohle. 


(Versuch einer Bestimmung des wahren isoelektrischen Punktes der Kohle.) 
Von 
Christian Kroetz. 
(Aus der medizinischen Klinik der Universitat Greifswald.) 
(EBingegangen am 10. Oktober 1924.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


Eine Methode, den isoelektrischen Punkt eines leichtléslichen 
Ampholyten zu bestimmen, besteht darin!), den zu untersuchenden 
Ampholyten in eine Reihe gut abgestufter Puffergemische zu bringen 
und dasjenige Probeglaschen der Reihe festzustellen, dessen py sich 
durch den Ampholytzusatz nicht verindert hat: im isoelektrischen 
Punkte bewirkt der Ampholyt keine Verinderung der Reaktion des 
Puffergemisches, weil er sich praktisch wie ein Nichtelektrolyt verhalt, 
indem die wenigen Anionen und Kationen, die er abdissoziiert, an Zahl 
einander gleich sind (oder in anderer Ausdrucksweise, indem er eben- 
soviel Kationen als Anionen addiert). 

Auf die Ahnlichkeit mit der Saure- und Basenbindung an Ampho- 
lyten haben bei der Besprechung des von ihnen entdeckten Neutrali- 
sationseifektes der Kohle Lffler und Spiro*) hingewiesen, Michaelis 
hat auf Grund dieser und eigener Versuche*) die Kohle als ,,ecinen 
nicht molekulardispersen, absolut unléslichen Ampholyten* bezeichnet, 
,.dessen isoelektrischer Punkt bei annéhernd neutraler Reaktion liegt***). 

Der Versuch, auf ahnliche Weise, wie es bei leichtléslichen Ampho- 
lyten geschieht, den isoelektrischen Punkt des unléslichen Ampholytoids 
Kohle als den Punkt der minimalen Adsorption von H und OH’ genau 
festzulegen, wurde im folgenden unternommen: Es war dasjenige py 
zu finden, bei welchem die Zugabe von Kohle zu einer Puffermischung 
keine Reaktionsinderung herbeifiihrt. 


') Michaelis, diese Zeitschr. 47, 250, 1912. 
*) Léffler und Spiro, Helv. chim. acta 2, 417 und 533, 1918. 
3) Michaelis und Rona, diese Zeitschr. 94, 225, 1920; 97, 57, 1920; 
102, 268, 1920. 
*) Michaelis, Wasserstoffionenkonzentration I, Berlin 1922. 
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Entsprechend der erwarteten Lage des isoelektrischen Punktes 
der Kohle (Michaelis) kamen dazu vor allem Phosphatpuffergemische 
in Betracht. Sie wurden verwendet, obwohl die Angabe von Léffler 
und Spiro zunachst entgegenstand, da es ihnen zwar in Citrat-, Borat-, 
Acetat- und Lactat-, sowie in Glykokollpuffergemischen, nicht aber 
in Phosphatgemischen gelungen sei, eine Reaktionsiinderung durch 
Behandlung mit Tierkohle zu erreichen. Die pg-Messungen erfolgten 
kolorimetrisch unter Benutzung der mehrfarbigen Indikatoren von 
Sdrensen'). 

Die Versuche wurden im allgemeinen an m/15 Phosphatgemischen 
durchgefiihrt, um ihr py an Hand der Sérensenschen MeBkurve kontrollieren 
zu kénnen. Es wurde m/15 H,PO, (aus Kahlbaums 3n/1 H,;PO,) sowie 
m/15 Na, HPO, (aus Kahlbaums ,,sekundarem Natriumphosphat zu Enzym- 
studien nach Sdérensen**) hergestellt; durch Mischen gleicher Raumteile 
beider Lésungen wurde m/15 H, NaPO, bereitet. Auf der alkalischen Seite 
wurde der p,-Bereich der Phosphatpuffer durch Zugabe von n/15 NaOH 
erweitert. Es lieB sich so ein Reaktionsbereich von Py 1,82 bis 11,90 dar- 
stellen, innerhalb dessen die Pufferung allerdings wesentliche Schwankungen 
aufweist und zwischen py 4,00 bis 5,00 und 8,40 bis 9,40 nahezu gleich 0 
wird. Auf diesen Umstand wird noch zuriickzukommen sein. In Glas- 
zVlindern von 50 ccm Inhalt wurden 30 cem Puffergemisch mit wechselnden 
Mengen Kohle 1 Stunde lang im elektrisch betriebenen Schiittelapparat 
geschiittelt. Hierauf wurde die Pufferlésung von der Kohle durch Filtration 
abgetrennt und nunmehr die p, in den Pufferlésungen vor und nach er- 
folgter Adsorption nach der Sdrensenschen Indikatorenmethode bestimmt. 

Als Adsorbens kamen zwei Sorten Kohle, Carbo animalis siccus und 
Carbo sanguinis (beides reinste Mercksche Priparate) zur Verwendung 

Versuchstemperatur 17 bis 19°C, 

Die Protokolle sind fiir einige Versuchsbeispiele anhangsweise wieder 
gegeben, 

1. Der isoelektrische Punkt der Kohle. 

Eine Reaktionsverschiebung in Phosphatpuffergemischen auf 
Zusatz von Kohle ‘laBt sich bei geeignetem Verhaltnis von Adsorbens 
und ‘Adsorbendum tatsichlich nachweisen. Léffler und Spiro, welche 
die verwendete Kohlemenge und die Molaritét ihrer Phosphatpuffer 
nicht angeben, haben diese Reaktionsinderung vermutlich aus dem 
Grunde vermiBt, weil sie keine geniigend groBe, der obwaltenden 
Pufferung entsprechende Adsorbensmengen zusetzten. 

Das AusmaB der Reaktionsinderung ist abhingig von der Menge 
des Adsorbens und von der Molaritaét und damit der Pufferung des 
Phosphatgemisches, ferner aber auch von den Schwankungen der 
Pufferung, die im Verlauf des durch Phosphate herstellbaren Reaktions- 
bereichs stark wechselt. 

Die Reaktionsinderung erfolgt im ganzen herstellbaren Saure- 
bereich (py 1,82 bis 7,07) in der Weise, daB der Saiuregrad der Puffer- 


') Sdérensen, Ergebnisse der Physiol. 12, 393, 1912. 




















Adsorption von H’ und OH’ an Tierkohle. 175 


lésung deutlich abgeschwacht wird, im basischen Gebiet von py 11,92 
bis 7.58 umgekehrt so, daB die alkalische Reaktion abnimmt. Auf 
der sauren Seite kann die Reaktion tiber den genauen Neutralpunkt 
(bei 18° py 7,07) hinaus nach ganz schwach alkalischen Werten (zwischen 
Py 7.07 und 7,58) hin verschoben werden. Ebenso wird in den schwach 
alkalischen Anfangslésungen des Bereiches 7,07 bis 7,58 die OH'- 
Konzentration nicht vermindert, sondern. leicht erhéht, bis zu einem 
Grenzwert hin, der sich durch Kurvenanalyse und Interpolation auf 
Pu 7.55 bis 7,60, als Mittel, wie oben angegeben, py 7,58, begrenzen laBt. 
[hm streben vom sauren wie vom alkalischen Gebiet her die Endwerte 
des py Zu. 

Aus der graphischen Darstellung einiger Versuchsbeispiele in 
Abb. 1 ist die Auszeichnung des Punktes py 7,58 unmittelbar zu ent- 
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Abb. 1. Ort der minimalen, gleich kleinen Adsorption von H’ und OH’. 
+————-+ I. 5g Carbo sanguinis, m/15 Phosphatpuffer (Protokoll 1). 
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nehmen. Seine méglichst genaue Bestimmung?!) wurde durch zahlreiche 
Wiederholungen der Versuche und durch Wechsel der Adsorbens- und 
Adsorbendummengen erstrebt. 


1) Soweit sie bei kolorimetrischer Messung erreichbar ist. 
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Die beiden verwendeten Kohlesorten Carbo sanguinis Merck und 
Carbo animalis purissimus Merck zeigen in Beziehung auf die Lage 
des Punktes, welcher durch eine Reaktionsinderung = 0 ausgezeichnet 
ist, keinen Unterschied. 

Kann der Punkt py 7.58, welcher sonach den Ort der minimalen, 
gleich kleinen Adsorption von H’ und OH’ darstellt, als der wahre 
isoelektrische Punkt der Kohle angesehen werden? Ist der Einflub 
der H’ und OH’ auf die Einstellung des Gleichgewichts ein so maB- 
gebender, daB der EinfluB der tibrigen Ionen (sowohl derjenigen der 
Puffersiure und des Puffersalzes als derjenigen, die als Verunreinigungen 
der Kohlenoberfliche anhaften) sowie der EinfluB etwaiger ober- 
flichenaktiver Substanzen, die der Kohle je nach Herkunft und Dar- 
stellung noch anhaften, vernachlissigt werden darf ? 

Was die lonen des Puffers betrifft, so ist nach der Ausnahme- 
stellung, welche die H' und OH’ in Beziehung auf ihre Adsorbierbarkeit 
an Kohle vor allen anorganischen Ionen einnehmen, diese Frage von 
vornherein mit groBer Wahrscheinlichkeit zu bejahen.  Tatsichlich 
fanden ja auch Léffler und Spiro in den fiinf von ihnen untersuchten 
Puffergemischen die Endreaktion nach Behandlung mit Tierkohle 
stets gegen den Neutralpunkt hin verschoben, eine Feststellung, von 
der ausgehend dann Michaelis den isoelektrischen Punkt der Kohle 
.,bei annéhernd neutraler Reaktion® forderte. Da auBer den Phosphat- 
gemischen in der Nahe des Neutralpunktes keine weitere Pufferlésung 
bekannt ist, so laBt sich die Frage direkt nicht entscheiden. Der Versuch, 
durch Wechsel der py-Konzentration den etwaigen EinfluB der Phosphor- 
siureanionen und des Na zu vergréBern und damit einem Nachweis 
zuginglich zu machen, hatte ein negatives Resultat: Steigerung der 
Phosphatkonzentration von !/,, auf '/,, Molaritét ist ohne Wirkung 
auf die Lage!) des Punktes der minimalen H- und OH’-Adsorption 
(Protokoll IV). Es wird darin ein indirekter Beweis dafiir erblickt, 
daB die iibrigen Ionen des Puffergemisches auf die Lage des isoelek- 
trischen Punktes der Kohle praktisch ohne Einflu8 sind. 

Was sodann die Verunreinigung der Kohle angeht, so ergab sich 
dafiir aus dem Vergleich der aus elektroosmotischen Studien bekannten 
Daten*)%) mit den Befunden der vorliegenden Versuche ein iiber- 
raschendes Resultat: Wahrend auf die durch das Minimum der Wasser- 
bewegung im elektroosmotischen Versuch gekennzeichnete Lage des 
isoelektrischen Punktes die Herkunft, Darstellung und Verunreinigung 
der Kohle einen so ausschlaggebenden EinfluB hat, daB nach Versuchen 


') Eine kleine Verschiebung des absoluten p,,-Wertes ist durch die 
kolorimetrische Messung zweier ungleich molarer Pufferlésungen gegeben. 

2) Gyemant, Kolloid-Zeitschr. 28, 103, 1921. 

3) Keeser, diese Zeitschr. 144, 541, 1924. 
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von Keeser!) der isoelektrische Punkt verschiedener Kohlesorten von 
Py 3,5 bis 6,6 schwankt, ist fiir die beiden untersuchten Merckschen 
Kohlen, wie schon oben bemerkt, der durch das Minimum der H- 
und OH’-Adsorption bestimmte isoelektrische Punkt identisch nahe bei 
Py 7.58 gelegen. Da aber aus den vergleichenden Untersuchungen 
Michaelis’ mit Cellulose und Kohle*) bekannt ist. daB bei der Kohle 
trotz der vorhandenen Verunreinigung die Austauschadsorption durch 
das hohe Adsorptionsvermégen der Kohle selbst vollstandig in den 
Hintergrund gedrangt wird, so ist es nicht weiter zu verwundern, dai 
der Adsorptionsversuch einen konstanten, von den Verunreinigungen 
der Kohle weitgehend unabhangigen Wert des isoelektrischen Punktes 
der Kohle ergibt®). 

Die Unstimmigkeit zwischen der im elektroosmotischen und im 
Adsorptionsversuch gefundenen Lage des isoelektrischen Punktes ist 
somit dahin geklirt, daB beim endosmotischen Versuch die ,,Ver- 
unreinigungen** der Kohle (die besonderen Eigenschaften einer jeden 
Kohle, die durch Herkunft und Darstellung bedingt sind) eine mab- 
gebend stérende Rolle*) spielen, wahrend sie beim Adsorptionsversuch 
infolge der hohen Adsorptionsfahigkeit der Kohle zuriicktreten. 

Die Bedeutung der im Adsorptionsversuch gefundenen Lage des 
isoelektrischen Punktes der Kohle ist damit ohne weiteres gegeben: 
Sie gibt den wahren isoelektrischen Punkt der Kohle an, praktisch unab- 
héngig von den anorganischen Ionen des Dispersionsmittels und von 
den unvermeidbaren Verunreinigungen der Kohle. 


Il. Der Neutralisationseffekt der Kohle. 


Von einem Neutralisationseffekt der Kohle darf nach dem _ be- 
sprochenen Ergebnis der hier vorgelegten Versuche — wie immer sich 
die Erérterungen tiber die Lage des wahren isoelektrischen Punktes 
der Kohle entwickeln mégen — in Zukunft nur mit Einschrankung 
gesprochen werden. Er hat Giiltigkeit fiir starker seure und starker 
basische Lésungen, deren Reaktion unter Kohlewirkung dem Neutral- 
punkt genihert wird. Jedoch gerade innerhalb des biologisch vor- 
wiegend bedeutsamen Bereiches nahe um den Neutralpunkt ist der 


1) Keeser, diese Zeitschr. 144, 541, 1924. 

*) Michaelis, Wasserstoffionenkonzentration I, S. 211, 1922. 

8) Die Behandlung ungepufferter HCI- und NaOQH-Lésungen mit 
denselben Kohlesorten fiihrt nicht genau an den isoelektrischen Punkt der 
Kohle hin. Die Endwerte schwanken in dem weiten Bereich von py, 6,50 
bis 7.70. Die Ursache diirfte in Einfliissen der Luftkohlensiure und des 
Glases liegen. 

*) Die Abhiingigkeit der Ladung der Kohle von einer Anderung der 
Konzentration aller iibrigen Ionenarten ist im elektroosmotischen Versuch 
nicht verschwindend klein gegeniiber dem Einflu® einer C,-Anderung. 
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Erfolg einer Kohlebehandlung eines Dispersionsmittels nicht ein neutra- 
lisierender, sondern ein schwach alkalisierender, indem die Reaktion 
bis zu dem Grenzwert pg 7,58 hin verschoben werden kann. Fiir das 
Auftreten einer erheblichen Reaktionsinderung sind freilich zwei 
Voraussetzungen nétig: geringe Pufferung und groBe Kohlemengen. 
Bei der sehr guten Pufferung der Kérpersifte ist es selbst bei den 
starken Entfernungen der Reaktion vom Neutralpunkt weg, wie sie 
unter pathologischen Verhiltnissen vorkommen kénnen, kaum anzu- 
nehmen, daB die therapeutisch verwendeten, verhiéltnismaBig recht 
geringen Kohlemengen einen nennenswerten EinfluB auf die py der 
Safte des Verdauungskanals gewinnen (die therapeutische Wirksamkeit 
der Kohle diirfte sich vielmehr auf dem Wege der Bindung endogener 
und exogener toxischer Produkte entfalten). So reicht auch die normale 
Pufferung des Harnes aus, um Reaktionsinderungen des Harnes durch 
Schiitteln mit Tierkohle, wie es zur Klarung und Entfarbung empfohlen 
wurde [Silberstein')], fast véllig zu verhindern. 


Ill. Die GréBe der H’- und OH’-Adsorption. 

Sie ist bei gegebener Anfangsreaktion abhingig von der Menge 
des Adsorbens (vgl. Protokolle IL bis II] und Kurven I bis III in 
Abb. 1) und der molaren Konzentration des Puffergemisches (Proto- 
kolle [Va und b). Mit zunehmender Kohlemenge entfernt sich bei 
derselben Pufferlésung die Kurve der Reaktionsinderung immer weiter 
von der Geraden 0, die den Grenzwert Adsorption = 0 darstellt. Die 
mit abnehmender Molaritét der Pufferlésung verkniipfte ebensolche 
Bewegung steht im Zusammenhang mit der sinkenden Pufferung der 
Ausgangslésung. Der Pufferwert fallt mit Verminderung der molaren 
Konzentration des Puffergemisches. 

Noch viel wichtiger als durch den erwahnten EinfluB auf die 
Gesamtlage einer Reaktionsinderungskurve wird der Pufferwert jedoch 
durch die diskontinuierlichen Schwankungen, die er im Verlauf des 
herstellbaren Phosphatpufferbereichs erleidet. Er zeigt nach den von 
van Slyke errechneten Pufferwerten®) fiir die drei Phosphorséuren 
Schwankungen zwischen 0,001 und 0,1; in den pg-Punkten 4,50 und 
9.40 durchschreitet der Pufferwert die GréBe 0. Diese Verhiltnisse 
verursachen die starken Ausbiegungen der Kurven der Reaktions- 
iinderung besonders im Abszissenbereich py 4 bis 6. 

Die naheliegende Korrektur der experimentell ermittelten Reaktions- 
iinderungen durch Multiplikation mit dem Pufferwert des Phosphat- 
gemisches im mittleren py (gewonnen als das Mittel der Anfangs- und 


End-p,) und die Errechnung reduzierter Werte der Reaktionsainderung 
scheitert an den wechselnd raschen Anderungen des Pufferwertes. 


1) Silberstein, diese Zeitschr. 128, 534, 1922. 
?) van Slyke, Journ. of biol. Chem. 52, 2, 1922. 
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Die Ausrechnung einer Adsorptionskurve aus dem Cy-Endwert 
und der Cy-Adsorption vermag daher kein zutreffendes Bild der Ad- 
sorption in quantitativer Hinsicht zu vermitteln. 

Fiir eine quantitative Betrachtung des Adsorptionsvorganges 
bleibt nur ein vereinfachendes Verfahren, das bereits in einer fritheren 
Versuchsreihe!) angewendet worden war: die Berechnung der vor und 
nach der Adsorption im Phosphatpuffergemisch vorhandenen sauren 
(auf der basischen Seite der vorhandenen alkalischen) Valenzen. 


Aus den experimentell gemessenen End-py-Werten la6t sich unter 
Zuhilfenahme der Sdérensenschen MeBkurve fiir m/15 Phosphatgemische. 
die nach der stairker sauren und basischen Seite durch eigene kolorimetrische 
Messungen verlingert wurde, der Gehalt des Gemisches an sauren Valenzen 
(H,P0O;) ermitteln. Die bei extrem sauren Werten vorhandenen Anteile 
H, PO, wurden als doppelte saure Valenzen berechnet. Auf der alkalischen 
Seite wurde diese quantitative Berechnung nicht durchgefiihrt. (Die 
jenseits p, 8,40 auftretenden doppelt alkalischen Valenzen waren ent 
sprechend ihrer Entstehung aus m/15 Na,HPO, und n/15 NaOH als 
m/30 zu rechnen.) 

Abgesehen von der indirekten Bestimmung der Betrige an sauren 
Valenzen geht in diese annihernde Berechnung noch der weitere Fehler ¢in, 
da8B die unter dem Einflu8 der Adsorption zweifellos erfolgende Abnahme 
der Molaritaét der Pufferlésungen nicht beriicksichtigt wird. In erster 
Anna&herung kann sie, da die Adsorption des Na’ und der Phosphorsiure- 
anionen hinter der Adsorption von H’ und OH’ fast véllig zuriicktritt, 
vernachlissigt werden. [Durch eine extreme Verminderung der molaren 
Konzentration des Sdrensenschen Puffergemisches ,,Phosphat 5‘ fanden 
Michaelis und Kriiger*) die elektrometrisch bestimmte Reaktion von py 6,81 
nach dem Grenzwert 7,08 verschoben. ]} 

Da immerhin dieser Fehler bei der Valenzrechnung gerade an den 
Stellen schwacher Pufferung stirker zum Vorschein kommen mu, wurde 
der gewahlten Berechnung nur in dem Bereich End-pg 6,0 bis 7,60 eine 
quantitative Bedeutung beigelegt*). 


Die geschilderte angeniherte quantitative Berechnung ergibt die 
in den Spalten 7 und 8 der Protokolle I bis III und Va niedergelegten 
logarithmierten millimolarea Werte saurer Valenzen, graphisch wieder- 
gegeben in Abb. 2 fiir die Werte aus Protokoll I bis III. 

Die Kurve der Abb.2 stellt keine typische Adsorptionsiso- 
therme dar. Unwahrscheinlich ist es aber, da® dieses Verhalten 
allein auf die vereinfachende Berechnung zu beziehen ist. Denn auch 
die logarithmierten Werte der ausfiihrlichen Versuche von Michaelis 


') Kroetz, diese Zeitschr. 186, 250, 1923. 

*) Michaelis und Kriiger, diese Zeitschr. 119, 326, 1921. 

8) Diejenigen Kurventeile in Abb. 2, die auBerhalb dieses Bereiches 
herstammen, sind dementsprechend gestrichelt’ gezeichnet. 
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und Rona‘) iiber die Adsorption der lonen zahlreicher Neutralsalze 
an Tierkohle zeigen in graphischer Wiedergabe keinen geradlinigen 
Verlauf der Adsorptionsisotherme. 
Auch unter Einbeziehung der 
Nebenglieder der Adsorptions- 
gleichung, die von Wo. Ostwald*) 
fiir die gleichzeitige direkte Ad- 
sorption des Lésungsmittels oder 
die indirekte durch Solvatation 
des Gelésten eingefiihrt werden, 
lieB sich von Wo. Ostwald keine 
typische Adsorptionsisotherme 
aus den Michaelis- und Rona- 
schen Daten errechnen. Es ist 
fraglich, ob allein die elektro- 
statischen Zugkrifte (Zuriick- 
haltung des gut adsorbierbaren 
, - lons von der Grenzfliche durch 
*0.5 Mage 0 +gs das wenig adsorbierbare) dieses 


Abb. 2. Isotherme der H’-Adsorption an Carbo Verhalte oe ach 
sanguinis puriss. Merck. Bezeichn. wie in Abb. 1 ernaiten verursachen. 
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IV. SchluBbemerkungen. 

Die vorliegenden Untersuchungen sollten zugleich eine Antwort 
geben auf die Frage, ob sich ein Analogon der an Haimoglobinlésungen 
(Straub und Meier) und Erythrocytensuspensionen [Straub und Meier®), 
Kroetz*)] festgestellten Unstetigkeiten der Saéurebindung an dem ein- 
deutiger charakterisierten anorganischen Modell Kohle und Puffer- 
gemisch nachweisen lasse. Diese Frage ist nach dem Verlauf der 
Kurven | bis 3 in Abb. 2 zu verneinen. 

Es sei noch auf die Wendepunkte dieser Kurven bei Abszisse 0,2 
0,31, entsprechend den End-p,,-Werten 5,50 und 3,75, eingegangen. Dieser 
Py -Bereich ist gekennzeichnet durch ein fast vélliges Versagen der Pufferung. 
Die Berechnung von Valenzwerten aus dem End-p, ist in diesem Gebiet 
mit gréBeren Fehlern behaftet, weil die unter dem Einflu8 der Adsorption 
auftretende Anderung der Molaritat der Pufferlésungen auf das Py in diesem 
Gebiet eine gréBere und rascher wechselnde Wirkung hat. Da die Lage der 
Wendepunkte genau iibereinstimmt mit dem Orte schlechtester Pufferung, 
so sind sie mit groBer Wahrscheinlichkeit auf den genannten Fehler zu 


7 


und 


1) Michaelis und Rona, diese Zeitschr. 94, 225, 1920; 97, 57, 1920; 
102, 268, 1920; Rona und Michaelis, ebendaselbst 94, 240, 1920; 97, 85, 
1920; 108, 19, 1920. 

2) Wo. Ostwald, Kolloid-Zeitschr. 30, 279, 1922. 

%) Straub und Meier, diese Zeitschr. 90, 305, 1918; 98, 205 u. 228, 1919; 
109, 47, 1920; 111, 67, 1920; 185, 224, 1923; 136, 128, 1923; 189, 302, 1923. 

‘) Kroetz, ebendaselbst 186, 250, 1923. 
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beziehen. Die andere mégliche Annahme wire die, dal die Unstetigkeit 
der Saurebindung zwischen Py 3,75 und 5,50 nicht eine scheinbare, durch 
den Pufferungswechsel vorgetauschte sei, sondern daB sie in Wirklichkeit 
bestehe und also innerhalb dieser py-Werte ein partioller oder totaler 
Entladungsvorgang der Kohle ablaufe, analog den Verhiiltnissen, die bei 
Titration mit Kohlenséiure (Straub und Meter) und in Phosphatpuffer 
gemischen (Kroetz) fiir Erythrocytensuspensionen beobachtet worden sind. 
Um diese letzte Erklarung annehmen zu kénnen, reichen die hier mitgeteilten 
Daten keineswegs aus. 
Zusammenfassung. 

1. Die bevorzugte Adsorption der H und OH an Tierkohle labt 
sich im Gegensatz zu fritheren Untersuchern auch an Phosphatpuffer- 
gemisechen in einer Reaktionsinderung nach Behandlung mit Tier 
kohle nachweisen. 

2. Der isoelektrische Punkt der Kohle wird mit der angewendeten 
Methode der Bestimmung des Ortes minimaler H’- und O H’-Adsorption, 
welche, bei leichtléslichen Ampholyten itiblich, hier auf den unléslichen 
Ampholytoiden Kohle tibertragen wird, nahe bei py 7,58 gefunden. Der 
im Adsorptionsversuch gefundene py-Wert des isoelektrischen Punktes 
ist, im Gegensatz zu dem im elektroosmotischen Versuch bestimmten 
Werte, praktisch unabhangig von dem anorganischen Milieu und von 
den Verunreinigungen der Kohle. Er stellt somit den wahren iso- 
elektrischen Punkt der Kohle dar 

3. Der Neutralisationseffekt der Kohle gilt’ nur fiir starker saure 
und basische Reaktionen. Um den Neutralpunkt herum itibt die Kohle 
einen schwachen Alkalisierungseffekt aus. 

4. Die unter vereinfachender Annahme errechnete Isotherme det 
H -Adsorption an Tierkohle verliuft at ypisch. 
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Versuchsprotokolle. 
Protokoll I. 


Carbo sanguinis. 5,0g auf 30,0 cem m/15 Phosphatgemisch. 





Nr 


> 
«- 


Pu 


vor 


3. 


Pu 


nach 


4. . 6. 


Millimole saurer Valenzen 


“a ax 


log Millimole 


z 


adsorbiert c= (a— rr) 


| Adsorption | Adsorption _ mach m 


CoHoourkwnr~ 


1,82 
2,41 
2,62 
2,93 
3,26 
4,50 
5,72 
6,04 
6,40 
6,65 
6,87 
7,09 
7,35 


7,78 
8,66 
9,27 
9,66 
10,02 
10,56 


2.56 
4,10 
5,80 
5,99 
6,16 
6,29 
6,43 
6,63 
6,82 
7,00 
7,20 
7,41 


7,70 
8,17 
8,45 
8,65 
8.81 
9,09 


Carbo sanguinis. 


4,0 
2,8 


1,066 
0,787 


0,47 
0,30 


0,589 
0,424 
0,373 
0,344 
0,304 
0,289 
0,246 
0,208 
0,159 
0,118 
0,044 


Protokoll 11. 


0,29 
0,26; 
0,24; 


7,5g auf 30,0cem m/15 Phosphatgemisch. 











Ram 


Pu 
vor 


Adsorption 


1,96 
2.17 
2.41 
2,62 
2.93 
3,26 
4.50 
5,72 
6,04 
6,40 
6,65 
6,87 
7,09 
7,35 
7.78 
8.66 
9.66 

10,59 


3. 


Pu 
nach 
Adsorption 


3,90 
4,90 
5,36 
5,68 
5,99 
6,13 
6,29 
6,41 
6,53 
6,72 
6,89 
7,06 
7,23 
7,44 


7,70 
7,97 
8,44 
8,87 


4. 5. 6. 


Millimole saurer Valenz.n 


vor nach 


adsorbiert 


7. | 8. 


log Millimole 


(a — x) “ 


3.6 
3,2 

2.8 

2.533 
2.266 
2.133 
2.0 

1,866 
1,733 
1,466 
1,200 
0,933 
0,666 
0,400 


2,013 
1,993 
1,942 


1,587 
1,307 
0,858 
0,653 
0,506 
0,453 
0,438 
0,406 
0,397 
0,352 
0,300 
0,233 
0,192 
0,080 


0,30, 
0,30 

0,29 

0,27, 
0,24, 
0,22, 
0,19, 
0,16, 
0,12, 
0,05, 
9,95 

9,84 

9,69, 
9.50, 


9,32, 
9,28 
9,06 
8,94 
8,83 
8,78 
8,76, 
8,73, 
8,72, 
8,67 
8,60 
8,49 
8,33, 
8,03 














Carbo sanguinis. 


Protokoll 111. 


Adsorption von H’ und OH’ an Tierkohle. 





10g auf 30,0cem m_ 15 Phosphatgemisch. 





1. 5 & 
Pu Pu 
Nr. vor nach 


Adsorption | Adsorption | 


l 1,82 1,96 
2 1,96 2.16 
3 2,17 2,39 
4 241 2,70 
5 2.93 3,75 
6 3,26 4.83 
7 4,50 5,59 
8 5,72 5,94 
i) 6,04 6,15 
10 6,40 6,47 
1] 6,87 6,90 
12 7,09 7.10 
13 7.35 7.36 
14 7,78 7,76 
15 8.66 8.50 
16 10,00 9.54 


Carbo sanguinis. 


4 


5 


6 


Millimole saurer Valenzen 


vor 


4,0 
3,6 
3,2 
2,8 
2,266 
2,133 
2,0 
1,866 
1,733 
1,466 
0,933 


Protokoll 1V. 


nach 


3,626 
3,233 
2.840 
2,453 
2,033 
1,946 
1,902 
1,786 
1,664 
1,406 
09 


adsorbiert 


0,374 
0,367 
0,360 
0,347 
0,233 
0,187 
0,098 
0.070 
0,069 
0,060 
0,03, 


& 


log Milhimole 


(a 


0.56 
051 
0,45, 
0,39 
0,30, 
0,29 
0,28 
0,25 
0,22 
0,16, 
9.95 


Werte ungenau 


a) 


EinfluB der Molaritat des Puffers auf die GréBe 
der Reaktionsinderung, je 30,0cem Gemisch. 





; Pu 
Nr. vor 
Adsorption 


a) m/75 Phosphatpuffer, 7,5 g Kohile. 


l 2.39 
2 251 
3 2.67 
4 2.81 
5 2.91 
6 3,11 
7 3,33 
8 4.70 
oe) 5,55 
10 5,81 
11 6,18 
12 7,09 
13 7.62 





Pu 


nach 


Adsorption 


6,37 
654 
6,75 
691 
7,00 
7.08 
7,10 
7,13 
7,17 
7,20 
7,25 
7,46 


7,62 





Nr. 


Pu 


vor 


Adsorption 


cock 


Adsorption 


b)®),,;m Phosphatpuffer,7,5 g Kohle. 


, a eo ee 


1,62 
2,11 
2,41 
3,02 
4,30 
5,78 
6,36 
6.77 


7.66 


2,20 
3,27 
4.53 
5.60 
591 
6.19 
651 
7,00 


7.00 




















Is4 Chr. Kroetz: Adsorption von H’ und OH’ an Tierkohle. 
Protokoll V. 
Zweite Kohlesorte. Carbo animalis siccus purissimus Merck. 
a) 7,5g Kohle auf 30,0 cem m/15 Phosphatpuffergemisch. 
1. 2 3. 4 5 6 7 8. 
Pu Pu Millimole saurer Valenzen log Millimole 
Nr vor nach » 
Adsorption Adsorption vor nach adsorbiert ¢ ==(a — +) a 
I 2.62 5.01 2,533 1,978 0,555 0,29, 8,87 
2 2,93 553 2,266 1,9] 0,356 0,28 8,68 
3 3,26 5.79 2,133 1.846 0,287 0,26, 8,58 
4 4,50 5,96 2,0 1,776 0,224 0.25 8,48 
5 5,72 6,18 1,866 1,640 0,206 0,21, 8,44 
6 6.04 631 1,733 1,548 0,185 0,19 8,39 
7 640 6,60 1,466 1,252 0,214 0,10 8.45 
8 6,87 6.98 0.933 0,800 0,133 9,90. 8,25 
Y 7.09 7,20 0,666 0.548 O.118 9.74 8,19, 
10 7.35 7.48 0.400 0,306 0,094 9.48, 8,10 
1] 7,78 7,75 0.133 0,150 — 
12 8,70 8.31 
13 10,10 8,55 
14 11,25 9.00 
15 11.59 9,29 
b) 2,0g¢ Kohle auf 30,0 cem m/15 Phosphatgemisch. 
Ne. Pu Pu Nr Pu Pp 
vor Adsorption nach Adsorption vor Adsorption nach Adsorption 
l 1,82 191 1] 6,40 6,45 
2 1,96 2.10 12 6,65 6,67 
3 2,17 2.31 13 6.87 6,88 
4 241 2,62 14 7,09 7,11 
5 2.62 2,93 15 7,35 7,37 
6 2,93 3,53 16 7,78 7,75 
7 3,26 4.88 17 8,90 8,53 
8 4.50 5,93 18 10,10 9,00 
9 5,72 5.93 19 10,55 9.38 
10 6.04 6.10 0 11.50 10.67 




















Das Siurebindungsvermégen des Blutserums 
gesunder und kranker Kinder. 


Von 
Andor Bos&nyi und Josef Csapo. 


(Aus der medizinischen Kinderklinik und dem physiologischen Institut 
der kénigl. Pazmany-Péter-Universitaét in Budapest.) 


(Eingegangen am 9. Oktober 1924.) 


Neuerdings ist das Studium der Verschiebung von _ einzelnen 
EiweiBfraktionen des Blutes in den Vordergrund getreten. Im Zu- 
sammenhang mit der Senkungsgeschwindigkeit der Blutkérperchen 
finden die einzelnen EiweiBfraktionen besondere Beachtung und ist 
man bestrebt, mittels der Frisch-Starlingerschen'), Dardnyischen®), 
Gerléezischen®) Reaktionen in die Verschfebung Einblick zu gewinnen. 
Neben der Einfachheit der erwihnten Untersuchungsmethoden, die 
zweifellos ihren Vorteil bedeutet, haben dieselben auch gewisse Nach- 
teile. Mehrere Autoren machen in letzter Zeit darauf aufmerksam, 
daB bei der Untersuchung der Senkungsgeschwindigkeit so viele stérende 
Nebenumstiande mitwirken kénnen und deren Vermeidung so tiberaus 
schwierig ist, daB die aus den gewonnenen Werten gezogene Konsequenz 
éfters problematisch ist. Der Nachteil der Dardnyischen, Frisch- 
Starlingerschen Reaktionen besteht darin, daB das Ergebnis nicht in 
bestimmten Zahlenwerten ausgedriickt wetden kann und dieselben 
mehr die Verschiebung der EiweiBfraktionen nach einer Richtung hin 
anzeigen, obwohl theoretisch angenommen werden kann, daB die 
Eiweibfraktionen nicht nur in der Richtung des grobdispersen Globulins, 
sondern auch des feindispersen Albumins sich verschieben kénnen. 
Rusznydék*) bemiiht sich, den erwihnten Mangeln durch Nephelometrie 
abzuhelfen, der Nephelometer ist jedoch ziemlich teuer und kann unter 
den heutigen Verhaltnissen nicht fiir jedes Laboratorium angeschafft 
werden. 

1) Frisch-Starlinger, Med. Klinik 248, 1922. 

2) Dardnyi, Deutsch. med. Wochenschr. 553, 1922. 

8) Gerléezy, Klin. Wochenschr. 48, 1922. 

*) Rusznydk, diese Zeitschr. 140, 179, 1923. 








A. Bosényi u. J. Csapo: 


Unser Ziel war die Ausarbeitung einer Methode, welche einfach, 
leicht, ohne alle komplizierten Apparate ausgefiihrt werden und deren 
Ergebnis mit Zahlenwerten bestimmt werden kann. Uns erschien 
hierzu die Untersuchung des Saéurebindungsvermégens des Blutserums 
am geeignetsten, Farkas und Csapé') haben nachgewiesen, dal} die 
maximale Siurebindung des Serumalbumins und -globulins sowohl! 
durch Wasserstoffionenkonzentrationsmessungen, wie mit der durch 
Rhorer*) angegebenen chemischen Methode festgestellt, ein und dasselbe 
ist. Somit kann die komplizierte physiko-chemische Messung durch 
das einfache Rhorersche Verfahren vollkommen substituiert werden. 
Die erwihnten Forscher haben weiter nachgewiesen, daB die Saure- 
bindung des Serumglobulins geringer ist, als die des Serumalbumins, 
woraus folgt, daB so oft das Serumglobulin sich auf Kosten des Serum- 
albumins vermehrt, die Saurebindung sich jeweilig vermindern muB, 
wenn hingegen das Serumalbumin sich auf Kosten des Serumglobulins 
vermehrt, mu sich die Séurebindung erhéhen. 


Die Methode Rhorers ist folgende: Man gibt zu einer EiweiSlésung 
Salzsiiure in gemessener Menge, fallt das so entstandene salzsaure Eiwei8 mit 
K, Hg J,, filtriert ab und titriert die im Filtrat vorhandene tiberschiissige 
Saure mit n/10 NaOH zuriick. Wird die Menge der zuriicktitrierten Saure 
von der zugesetzten abgezogen, so erhalt man die gebundene Sauremenge. 
Wir haben anlaBlich unserer Wersuche statt n/10 HCl titrimetrisch und 
gravimetrisch eingestellte n/50 HCl und n/50 NaOH verwendet. 

Im Detail sind wir folgendermaBen vorgegangen: Von Sauglingen 
haben wir aus der Sinus longitudinalis, von &lteren Kindern aus einer Arm- 
vene zumindest 3ccem Blut entnommen, das Strangulieren des Armes 
haben wir, soweit dies bei Kindern tunlich ist, vermieden. Unmittelbar 
nach der Blutentnahme wurde iiber das Blut fliissiges Paraffin in Fingerdicke 
geschichtet. Das Blut stand bei Zimmertemperatur bis Eintritt der Retraktion, 
sodann wurde es zentrifugiert, das Paraffin entfernt und vom Serum 1 ccm 
in ein kleineres Becherglas iiberfiihrt, welches 15 cem n/50 HCI enthielt. 
Hierauf wurde gut, durchgeschijttelt und nach I Minute 10cem K,HgJ, 
zugegeben (bestehend aus 5,7 g HgJ, + 12g KJ + 250cem H,0). Das 
Kaliumjodomerkurat fallte das salzsaure EiweiB, das Prazipitat wurde 
filtriert und mit mindestens 100 cem destillierten Wassers nachgewaschen. 
Nachdem das Waschwasser ganz abgetropft war, haben wir das in Erlen- 
meyerkolben aufgefangene Filtrat mit n/50 NaOH zuriicktitriert, wobei als 
Indikator alizarinsulfosaures Natron verwendet wurde. Die Differenz 
zwischen der im Becherglase befindlichen und zugesetzten Saure ergab die 
Menge der gebundenen Saure. Gleichzeitig mit diesem Vorgange haben 
wir auch den GesamteiweiBgehalt des Serums mittels des Pulfrichschen 
Refraktometers bei 17,5° C bestimmt. Die Anzahl der Kubikzentimeter der 
gebundenen Saure (n/50 HC1) dividiert durch die aus dem Brechungsindex 
berechneten EiweiBprozente ergab die auf 1 Proz. Eiweib entfallende n/50 
HC1-Menge in Kubikzentimetern, und wir haben diesen Wert noch mit 100 


') Farkas und Csapo, erscheint nachstens. 
2) Rhorer, Pfliigers Arch. f. d. ges. Physiol. 90, 362, 1902, 
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roultipliziert, um die gebundene Sauremenge auf 100 ccm Serum zu beziehen. 
Diese Ziffer kann als reduzierte Saurebindung oder als SaéureeiweiBquotient 
gelten, weil sie sich auf den Wert von 1 Proz. EiweiB bezieht. Es mu 
beriicksichtigt werden, daB im Serum nicht nur das EiweiB, sondern auch 
das freie und gebundene Alkali, welch letzteres zufolge der Saurezugabe 
freigemacht wird, eine gewisse Menge Saéure bindet. Das freie Alkali zeigt 
bei gesunden Personen in der Regel geringe Schwankungen, das gebundene 
Alkali hinwieder veriindert sich gemiB dem EiweiBgehalte. Je gréBer 
der EiweiBgehalt des Serums ist, um so mehr Alkali kann es bei ein und der- 
selben Hydrogenionkonzentration binden. 

Anfianglich untersuchten wir nur gesunde Kinder, die Zahl der- 
selben betrug 20. Die folgende Tabelle zeigt das bei gesunden Kindern 
erzielte Resultat, die Séuglinge von den mehr als | Jahr alten Kindern 
abgesondert. 





Eiweif Gebundene 
Alter es Séuse 


Quotient 


6,57 92,4 
89,0 

91,0 

88,0 

90,2 

87,3 

88,0 

86,0 

85,0 

87,0 

88,4 

85,8 

87,2 

87,0 

85,0 

84.0 

85,7 

87,0 

’ 84.0 
8,22 j 85,3 
83,0 


Mittelwert: 8,08 85.9 


2 Monate 
3 " 
4 . 


oS | 26 28 28 20 
bo Noe 
SSssc 


_ 
ie 2) 


Mittelwert: 
3 Jahre 
5 


to 
ao 


* 


S8a2! 


+ 
rr) 
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PP : 
SEaBe 


Be 


H.E 
M.R 
P.R 
B.K 
S. J 
H.M 
S. F 
By 
T.L 
R. J 
m2 
S. E 


Ss 
to 
ie 4) 


E 


Unter den Sauglingen hatte den héchsten Quotienten der 2 Monate 
alte Saéugling (92,4), den niedrigsten der 7 Monate alte (88,0). Unsere 
Resultate stimmen vollkkommen mit den Befunden Duzérs') iiberein, 
wonach das SerumeiweiB sich zu Beginn des zweiten Monats am 
stabilsten erwies und von dieser Zeit beginnend mit dem Alter eine 
Verschiebung in der Richtung des labilen Globulins wahrnehmbar 
ist. Die Verminderung des Quotienten ist daraus erklarlich, daB an 
Stelle des stabilen Albumins immer mehr das labile Globulin tritt, 


') Duzdr, Jahrb. f. Kinderheilk. 1923. 











ISS A. Bosényi u. J. Csapo: 


und ist doch bereits oben erwahnt worden, daB die Saurebindung des 
Globulins kleiner ist als die des feindispersen Albumins. 

Die Tabelle der 1 bis 14jahrigen Kinder zeigt klar, daB der durch- 
schnittliche EiweiBgehalt mit dem Alter zunimmt (8,08), ebenso erhéht 
sich auch der absolute Wert der gebundenen Saure (6,94). Die Zunahme 
dieses absoluten Wertes ist jedoch nicht so bedeutend, wie die des 
durchschnittlichen EiweiBgehaltes, und ist die Wertverminderung des 
Quotienten, welche bis 83,0 herabsinkt (Mittelwert 85,9), eine Folge 
dieses Umstandes. Die Rubrik des Quotienten zeigt uns, daB der 
Quotient im Gegensatz zum Alter eine sinkende Tendenz befolgt. 
Der im dritten Monat beginnende ProzeB endigt nicht mit dem Sauglings- 
alter, sondern findet eine Fortsetzung bis zum I4jihrigen Alter, ja 
wahrscheinlich noch tiber dasselbe hinaus. Beriicksichtigen wir bloB 
die Kinder im Alter iiber 1 Jahr, so ist der Quotient am héchsten im 
Alter von 3 bis 5 Jahren, wo er durchschnittlich um 87,0 herumschwankt, 
am niedrigsten ist derselbe im Alter von 14 Jahren, wo er sich um 85 
bewegt. Geringere Schwankungen sind mit dem Strangulieren des 
Armes zu erkliren. Bei einem Kinde muBte der Oberarm  stiarker, 
beim anderen schwiicher stranguliert werden, um die nétige Blutmenge 
zu gewinnen, und ist doch bekannt, daB, je vendser das Blut ist, um so 
mehr Alkali geben die roten Blutkérperchen an das Plasma ab. Einer 
der Autoren hat die mit der Strangulierung zusammenhingende Alkali- 
wanderung an sich selbst einer Priifung unterzogen, der Quotient 
betrug ohne Strangulierung 83,0, bei sehr starker Strangulierung 87.0, 
die Gesamtschwankung also + 4,0. Es wiire interessant, dhnliche 
Versuche auch bei alteren Personen durchzufiihren, bei Fortschreiten 
des Alters ist ein noch gr6éBeres Herabsinken des Quotienten zu erwarten. 

Wir gingen hiernach auf die Untersuchung pathologischer Fille 
iiber, deren Zahl 80 betrug. Vor allem stellten wir uns die Frage: ob 
vir bei Krankheiten, die mit \Globulinvermehrung verbunden sind, 
Abweichungen vom normalen Werte finden’? Am geeignetsten schien 
hierzu die Tuberkulose. Die Anzahl der untersuchten Faille betrug 14. 
Hiervon sieben Lungentuberkulose und sieben sonstige Tuberkulosen. 
Die Ergebnisse fassen wir in der folgenden Tabelle zusammen: 





Eiweif Gebundene 


Saure Quotient 


Z 


Alter Diagnose 
Proz. 


2), Jahre Tbe. pulm. 8,58 6,55 76,3 

7 n " 4 7,85 5,89 74,6 

9 ” " ” 9,98 7,82 78,3 

9 ’ " + 7,96 6,33 79,5 

9 - ” 9,06 6,95 76,7 

12 " , 0" 6,60 5,06 76,6 
8,56 6.49 75,8 


Mittelwert : 8.37 6.52 754 


NRAZSROR 
2 ™Sa88 


we 
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Sonstige Tuberkulosen: 





Alter Diagnose Eiweifi Gebundene Quotient 
Proz Saure 


4 Jahre Perit. tbe. 7.07 5.89 83.0 
1] = a - 751 6,17 82.0 
ee Spond. the. 8,065 6.84 84.8 
13 i Caries pedis 8,22 6,75 82.0 
14 a - - 7,96 6,60 82.7 
10 ee Tbe. renis 8,06 6.61 82.0 
- Syn. pericard. the. 9,07 7,40 815 


Mittelwert: 7.95 6.61 82.5 


Uberblicken wir zuerst die obere und nachher die untere Tabelle. 
In den letzten Jahren hat man sich auBergewéhnlich viel mit den bei 
Tuberkulose vorfindlichen kolloidchemischen Veranderungen beschaftigt. 
Die Blutkérperchensenkung ist bei Tuberkulose eine erhéhte, die 
Dardényische, Frisch-Starlingersche, Gerloczysche Reaktion positiv. Die 
erstere hat man nun teils, die letzteren aber, insbesondere die Dardnyi sche 
Reaktion, auf die zufolge des Gewebszerfalls entstandene Globulin- 
bzw. Fibrinogenvermehrung zuriickgefiihrt. EinigermaBen begriindet 
erschien dies durch die bei Lungentuberkulose wahrnehmbare Eiweib- 
vermehrung. Erst in den letzten Wochen machte Téth') darauf auf- 
merksam, daB, sooft bei Sepsis das Globulin sich vermehrt, in dem- 
selben Masse das Albumin sich vermindert. Gemi der Auffassung 
Toths entsteht das Globulin nicht durch Gewebszerfall, sondern das 
Albumin selbst gestaltet sich zu Globulin um. Was sehen wir in unseren 
Fallen? Das GesamteiweiB hat im Verhiltnis zu dem normalen 
8,08 Proz. um 0,29 Proz. zugenommen. Ware die EiweiBzunahme nur 
zufolge des Gewebszerfalls entstanden, wihrend die urspriinglichen 
8,08 Proz. Albumin-Globulin .keinerlei Verinderung, Umgestaltung, 
erlitten haben, so muBte die gebundene Saéuremenge gréBer sein als 
der durchschnittliche Normalwert (6,94), da sie doch aus zwei Faktoren 
sich ergeben wiirde: aus den den 8,08 Proz. Albumin-Globulin 
entsprechenden 6,94cem n/50 HCl plus der den 0,29 Proz. Mehr- 
eiweiB entsprechenden Sauremenge. Dementgegen ist der Mittelwert 
der bei Lungentuberkulose gebundenen Siuremenge nicht héher als 
der normale Durchschnitt (6,94), vielmehr erreicht sie denselben gar 
nicht (6,52). Der Quotient ist also wesentlich geringer als der der 
gesunden Kinder. Der Mittelwert betragt 75,4. Hieraus ist ersichtlich, 
daB die Globulinzunahme bei Lungentuberkulose nicht durch Gewebs- 
zerfall verursacht wird, sondern das Albumin gestaltet sich zu Globulin 
um, nur so kann es begreiflich sein, daB die durchschnittliche gebundene 


') Téth, Vortrag, gehalten im Budapester Arzteverein am 22. Marz 1924. 














10 A. Bosaényi u. J. Csapo: 


Sauremenge trotz der EiweiBzunahme geringer ist als im Blutserum 
des gesunden Individuums. 

Noch entschiedener spricht gegen den Gewebszerfall die folgende 
Tabelle. Bei Peritoneum-, Knochen-, Nierentuberkulose erhéht sich 
der Mittelwert des Eiweifgehaltes gar nicht tiber den normalen Durch- 
schnitt, bleibt sogar unter diesem (7,95): der absolute Wert der ge- 
bundenen Saéure bleibt noch mehr hinter dem normalen Durchschnitt 
zuriick, weshalb der Mittelwert des Quotienten geringer ist als bei 
gesunden Individuen. Ob sich der EiweiBgehalt des Serums erhéht 
oder vermindert, der Quotient bleibt gleicherweise unter dem normalen 
Durchschnitt: bei Peritoneum-. Knochen-, Nierentuberkulose in ge- 
ringerem Mabe als bei Lungentuberkulose. Auf die Lungentuberkulose 
nochmals zuriickkehrend, wollen wir annehmen, daB der EiweiBgehalt 
des Serums tiberhaupt nicht zugenommen hat, vernachlassigen wir 
somit ganz das Mehreiweif, 0,29 Proz.. und dividieren wir die bei 
Lungentuberkulose gebundene Saéuremenge mit dem normalen Eiweib- 
durchschnitt, 6,52 : 8,08 = 80,7, der Quotient bleibt auch in dem Falle 
unter dem normalen Durchschnitt. 

Ebenso sprechen gegen den Gewebszerfall die folgenden zwei Falle, 
bei welchen es sich um einfache adenoide Vegetationen handelt ohne 


jede sonstige Erkrankung. 





Eiweif Gebundene 


Name Alter Quotient 

a Saure 
ime 6 6 e's 6's 12 Jahre 8,60 6,75 78.0 
By  aenee Ss ae 8,44 6.90 79,8 


In diesen Fallen kann von Gewebszerfall tiberhaupt nicht die 
Rede sein, hingegen wissen wir, daB zufolge exsudativer Diathese zu 
infektiésén Erkrankungen eine Neigung besteht. Das EiweiBprozent 
nimmt zu, die gebundene Sauremenge erreicht den Durchschnitt nicht, 
somit bleibt der Quotient unterhalb dem Normalen. 

Wenn nun die Globulinzunahme nicht durch Gewebszerfall ver- 
ursacht wird, sondern das Serumalbumin gestaltet sich zu Globulin um, 
was tibrigens auch durch die Untersuchungen Duzérs und Rusznyéks') 
bestiétigt wird, entsteht die Frage, wie diese Erscheinung pathophysio- 
logisch aufzufassen ist ? Unserer Meinung nach ist diese Verschiebung 
die Reaktion des Organismus auf seitens gewisser Mikroorganismen 
erfolgte Invasion. 

Zur Erginzung der Statistik tiber Tuberkulose wollen wir noch 
einige Falle von Meningitis tuberculosa hier einschalten, 


') Duzdr und Rusznydk, Magyar Orv. Archivum 1, 1924, 
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Eiweif Gebundene 


) 
Séere (Quotient 


Alter 
Proz. 

1’, Jahre 8,32 7,04 84,6 
2}). ia 7,85 6,93 88,3 


SS 


Fi. « 7,71 j 83,0 
3 8,06 ‘ 90.5 
3 a 8,96 : 81.1 
6 a 8,64 ; 90.0 
3 
ny 


= 


is 


eR ep 
ed hata od 
ee 
< 


7,74 i, 88.0 


~ 
‘ 


littelwert: 8.17 [ 86.5 


Bei Meningitis tuberculosa finden wir keinerlei RegelmaBigkeit. 
Je nachdem der Organismus auf die Infektion noch zu reagieren 
vermag oder nicht, ist der Quotient bald geringer, bald héher als der 
Normalwert. Der Durchschnittswert kommt dem normalen sehr nahe. 


Die allerbedeutendste Quotient verminderung konstatierten wir in 
zwei Fallen von pyogener Osteomyelitis, wo der Quotient auf 72,6 
herabfiel. 





Eiweif Gebundene 


O 
Saure Juotient 


Name Diagnose 
Proz 


2 Jahre Osteomyel. chr. 9,35 6,93 74.0 
2 8,34 6,06 72,6 


Hier kénnen wir das bei Tuberkulose Erwahnte wiederholen. Im 
ersten Falle nimmt der EiweiBgehalt mit etwa 1 Proz. tiber den Durch- 
schnitt der gesunden Kinder zu, die gebundene Sauremenge hinwieder 
stimmt genau mit dem bei gesunden Kindern beobachteten Durch- 
schnittswert tiberein. Ware hier das urspriingliche Albumin-Globulin- 
verhaltnis unveriindert geblieben und hatte diese EiweiBzunahme der 
Gewebszerfall verursacht, so hatte die gebundene Sauremenge etwa 
8cem betragen miissen (6,94 + x). Trotz der wesentlichen Zunahme 
des EjiweiBgehaltes iiberschreitet die gebundene Siuremenge den 
normalen Durchschnitt tiberhaupt nicht. Dies kann nur so erklart 
werden, daB in den urspriinglichen 8,08 Proz. EiweiB eine grobe Ver- 
schiebung in der Richtung des Globulins eingetreten ist. Der zweite 
Fall, bei welchem wir den geringeren Quotienten konstatierten, war 
ein sehr schwerer chronischer Fall, bei welchem zufolge auBerordentlich 
ausgedehnter, sekundiérer Pseudoelephantiasis das erkrankte Glied 
amputiert werden muBte. In diesem Falle ist die gebundene Saure- 
menge trotz Zunahme des EiweiBgehaltes wesentlich hinter dem 
normalen Wert (6,94) geblieben und ist deshalb der Quotient unter 
allen bisher aufgezihlten Quotienten der niedrigste. 
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In der folgenden Gruppe fassen wir die bei Chorea minor kon- 
statierten Ergebnisse zusammen. 





Name Alter pig —— Quotient 
Se are 8 Jahre 7,42 6,36 85,7 
wie) OSs 3 a 7,74 6,68 86,0 
a eee ee ae Oe ws 8,39 7,12 85.0 
OR a ee 12 e 7,42 6,40 85,7 
| + 5 AP OOR ee 2 7,85 6,70 85,7 
Te oo & Su a 8 be 7,67 6,17 80.0 


Unsere simtlichen Werte bewegen sich um den normalen Kinder- 
durchschnitt herum mit Ausnahme eines einzigen, bei dem im Laufe 
der klinischen Beobachtung auBer Chorea noch peribronchiale Driisen- 
tuberkulose konstatiert wurde. 

Bei an fieberhaften Infektionskrankheiten leidenden Kindern haben 
wir in 14 Fallen Untersuchungen vorgenommen. 





Eiweifs Gebundene 


Name Alter Diagnose aes Séure Quotient 
_ See 7 Jahre Thyphus abd. 7,20 6,20 86,0 
= il je ‘s . 8,82 7,55 85,6 
G.Gy. . = - e 8,04 6,98 86,8 
= 2 ee Influenza 7,20 5,98 83,0 
Mes « = » 8,13 6,94 85,3 
ot Te 11 * ta 8,41 6,98 82.5 
ae li, Dipht. faucium 7,57 6,42 84,8 
a li - " = 7,96 6,64 83,4 
| 4. a m  « Pleuritis exs. 7,53 6,27 83,3 
5 ae - eo 9,17 747 814 
SS ea Bronchopneumonie 7,74 6,17 79,7 
a. - 9 a Periost. mand. 7,78 6,33 81,3 
aes > ee Erysipelas 7,94 6,59 83,0 
SM. . _ = Serumkrankheit 8.06 6.71 83,2 


Bei den untersuchten drei Typhusfillen schwankt der Quotient 
trotz der groBen Differenzen des EiweiBgehaltes (7,20 bis 8,82) um 
den Normalwert herum. Bei den sonstigen Infektionskrankheiten zeigt 
der Quotient eine geringe Abnahme, der allergeringste Wert wurde 
bei Bronchopneumonie beobachtet. Die Serumkrankheit gehért zwar 
nicht zu dieser Gruppe, wir haben dieselbe im Interesse des Verg!eichs 
hier aufgenommen, weil sie bei dem in dieser Tabelle aufgenommenen 
Erysipelaskranken aufgetreten ist. Die Serumkrankheit hat an den 
bei der Erysipelas gefundenen Quotienten nichts gedndert. 
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Mit groBem Interesse haben wir den Ergebnissen der Unter- 
suchungen an Luetikern entgegengesehen. Die Anzahl der unter- 
suchten Falle betrug zehn, gréBtenteils Sauglinge. 





Fiweif Gebundene 


Name Alter S 
aure 


Quotient 
Proz 

3 Monate 757 6.33 83.6 
d 6.90 6.09 87,0 
6,55 5.71 87,1 

6.85 5,95 86.0 

7.65 5,96 78.0 

7,55 6,47 85.6 

6,98 5,89 84.4 

7,46 6,09 81.6 

re 7,74 6,21 80.2 
Jahre 8.17 6.57 80.4 


Der Quotient blieb in allen Fallen mehr oder weniger unter dem 
‘nm Alter entsprechenden Durchschnitt. 

Bevor wir auf den zweiten Teil unserer Arbeit itibergehen, méchten 
wir noch einige bei verschiedenen Krankheiten beobachtete Ergebnisse 
einschalten. Die Anzahl der Faille dieser Krankheitsgruppen ist so 
gering, da die Aufnahme derselben in gesonderten Tabellen nicht 
notwendig erscheint. 





Eiweif Gebundene 


Jiag . 
Alter Diagnose Séure 


Quotient 
Proz 


8 Morte Rachitis 6.57 5.84 89.0 
11 i, Hydroceph. cong. 
rachitis 7,78 6.60 84.8 


7 Jahr Ascariasis 7,57 6,52 86.0 


13 ne Struma 8.55 6.67 77.3 
9 as M. Basedowii 

(forme fruste) 7.76 684 88.0 
19 es Stillende Mutter 8.23 642 78.0 


Die Anzahl unserer Rachitisfalle ist zu gering, um ein klares Bild 
gewinnen zu kénnen. Bei Ascariasis ist der Quotient normal, bei 
Struma, wo Gewebszerfall ausgeschlossen ist, Wat der Quotient ab- 
genommen, bei Basedow dagegen etwas zugenommen. 


Es ist ein Vorteil unserer Methode, daB wir mit derselben ohne 
besondere Miihe kolloidchemische Abweichungen nicht nur nach der 
einen, sondern auch nach der anderen Seite hin nachweisen kénnen 
Als Beispiele hierfiir mégen die folgenden Fille dienen, in welchen 
statt der bisher beobachteten Quotient verminderung allermeistens eine 
Quotienterhéhung beobachtet wurde. 
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Eiweif Gebundene 


Saéure Quotient 


Name Alter Diagnose 
Proz. 

ae 4 Jahre Scarlatina 7,20 7,23 100 
i: 2 10 ss - 7,07 6,99 98,8 
OO Ae 13 8 _ 7,63 7,33 94,7 
a < s 14 s = 7,85 6,36 81,0 
At 6 ‘a i 8,06 6,67 82,7 
i ae s aa Tons. follis. 7,09 6,83 96.0 
M.k. . e % Periton. diplococe. 6,68 6,08 91.0 


Bei Scarlatina hat die gebundene Sauremenge in drei Fallen eine 
Zunahme, in zwei Fallen eine geringe Abnahme gezeigt. Ebenso ver- 
mehrte sich die gebundene Saéiuremenge bei der untersuchten folli- 
kularen Tonsillitis, weniger bei Periton. diplococcica. 

Um das Bild zu erginzen, erwihnen wir noch einige sonstige Fille. 





Eiweif Gebundene Quotient 


Name Alter Diagnose Saure 


Proz. 


eB « 4 Jahre Purpura simplex 7,50 5,91 78,5 
F.R... : 2. 8.06 6,65 83.0 
Uae < % ‘e ” ” 8,17 681 83,3 
Mib. « ” Anaemia pseudoleuc. 

infantum 6,62 6,46 97,7 
ff ae j " * Morbus mac. Werl.’ 6,52 6,49 99.5 
a a Vitium cong. 7,85 8,27 105,0 


Bei Purpura simplex fanden wir ausnahmslos Quotient verminderung, 
wiahrend dies bei Anaemia pseudoleuc. und Morbus Werlhof bedeutend 
zugenommen hat. Bei kongenitalem Herzfehler waren die Verhaltnisse 
in allen Belangen abnorm, die Anzahl der roten Blutkérperchen hat 
stark zugenommen, das Blut zeigte selbst nach 24 Stunden nur partielle 
Gerinnung, das Verhiltnis der Plasmaformbestandteile war 1 : 4. 

Es ist nun die Frage, wodurch die Quotienterhéhung verursacht 
wird? Unserer Ansicht nach kann die Quotienterhéhung durch zwei 
Faktoren bedingt werden: entweder durch Albuminzunahme auf 
Kosten des Globulins oder durch Zunahme des Blutalkalis. Wir haben 
die Hydrogenionkonzentration (Cy) des Blutes nicht gemessen, aber es 
ist ja bekannt, daB die Cy des Blutes unter den verschiedensten Um- 
stiinden zufolge der vielen Puffersysteme ziemlich konstant bleibt. 
Kann sonach von einer Zunahme des Blutalkalis bei unveriinderter Cy 
gesprochen werden? Zum normalen Serum kann Alkali in ziemlich 
bedeutender Menge zugegeben werden, ohne daB die Cy des Blutes 
eine Veranderung erfahren wiirde. Die Ursache dieser Erscheinung 
ist in hohem EiweiBgehalt des Serums zu suchen. Das dem Serum bei- 
gegebene Alkali wird durch die Serumproteine so lange chemisch ge- 
bunden, bis sie das dem py 7,4 entsprechende Maximum nicht erreichen : 
sobald sie dieses Maximum erreicht haben, beginnt auf Beigabe der 
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folgenden Tropfen das py, zuzunehmen. Der vermehrte Alkaligehalt 
fihrt zu erhéhter EiweiBionisation und Stabilitét. Nehmen wir jetzt 
die andere Alternative an, daB in unseren Fallen das Albumin auf 
Kosten des Globulins zugenommen hat. Dies bedeutet so viel, daB 
das labile EiweiB sich zu stabiler Modifikation umgestaltet hat. Wir 
gelangen somit gemaB beider Hypothesen zur erhéhten EiweiBbstabilitat . 

Sehr interessant ist die Vergleichung der beiden letzten Tabellen. 
Bei gewissen Infektionskrankheiten: Scharlach, Tonsillitis follic., 
Pneumokokkenperitonitis, ergeben sich Fille, die ganz dieselben kolloid- 
chemischen Abweichungen aufweisen wie die Anaemia pseudoleuc. 
und Morbus mac. Werlh. Es besteht zwischen denselben ein gewisser 
kolloidchemischer Zusammenhang. Wir halten es fiir wichtig zu er- 
wahnen, daB auch unser Werlhof nach Scharlach aufgetreten ist. In 
der Literatur sind mehrere Fille verzeichnet, die teils in Zusammenhang 
mit Scharlach, teils mit Pneumokokkeninfektion entstanden sind. 

Wir kénnen nicht behaupten, daB bei diesen Infektionskrankheiten 
der Siure-EiweiBquotient sich in vielen Fiillen erhéht hatte. Wir 
halten eher das Gegenteil fiir wahrscheinlich. Da8 wir unter fiinf 
Scharlachfallen bei dreien eine Quotienterhéhung beobachteten, glauben 
wir dem Zufall zuschreiben zu kénnen. 

Von den hamorrhagischen Diathesen wies das Purpura simplex 
die gegenteilige kolloidchemische Abweichung auf als das Morbus 
Werlhof, was als neuerlicher Beweis fiir die dualistische Auffassung 
der himorrhagischen Diathesen dient. 

Im Belange der Blutungszeit, Blutgerinhung und Blutungs- 
bereitschaft haben wir nur den Werlhof und die pseudoleukaémische 
Aniimie genauer beobachtet. Bei Werlhof haben wir Hautblutung, 
geringere Schleimhautschwellung, Gelenkschmerzen, mitunter sub- 
febrile Temperaturen konstatiert bei einwandfreiem Allgemeinbefinden. 
Das Kind war stindig munter und guter Laune. Die Blutungszeit 
war verlingert, die Gerinnung verzégert, Retraktion stellte sich auch 
nach 24 Stunden nicht ein, Rumpel-Laede war positiv. Die pseudo- 
leukiimische Animie zeigte gleichfalls Neigung zur Blutung mit ver- 
zogerter Blutungs- und Gerinnungszeit, die Retraktion blieb auch 
hier aus. 

Wiahrend der Aufarbeitung der in unserem Artikel erwahnten 
100 Fille haben wir die Zeitdauer der Retraktion beobachtet. Bei 
einem Quotienten von 75 bis 76 begann die Retraktion im Wassermann- 
rohre durchschnittlich nach einer halben Stunde, bei einem Quotienten 
von 85 bis 87 nach | bis 2 Stunden, bei einem von 96 bis 97 trat die 
Retraktion selbst nach 24 Stunden nicht ein. 

Wir erwihnten bereits, daB kolloidchemisch zwei Gruppen der 
mit Blutungen einhergehenden Krankheiten unterschieden werden 
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kénnen. In der einen Gruppe (Purpura simplex) hat sich der Saure- 
EiweiBquotient vermindert, hierher gehéren jene Fille, bei welchen 
die Blutungszeit, Blutgerinnung und Retraktion ann&hernd normal 
sind. In der zweiten Gruppe (Morbus Werlhof, Anaemia pseudoleuc.) 
hat sich der Séure-EiweiBquotient erhéht. Hierher gehéren unsere 
Faille mit verzégerter Blutungs- und Gerinnungszeit bei vélligem 
Fehlen der Retraktion. Bestimmt vermégen wir nicht anzugeben, 
was die Ursache der Blutungsbereitschaft bei fast normalem Blut- 
befunde in der ersten Gruppe sein mag. Wahrscheinlich handelt es 
sich hier um primare GefaBwandlision (Angiopathie). Wir behaupten 
aber, daB bei Krankheiten, die mit verlangerter Blutungs- und Ge- 
rinnungszeit, Mangel an Retraktion einhergehen, die oben erwiihnte 
kolloidchemische Abweichung eine sehr wichtige Rolle spielt. Somit 
sind wir in der Lage, als erste auf die mit Werlhof einhergehenden 
kolloidchemischen Abweichungen hinzuweisen. 


Zusammenfassung. 


|. Wir haben die Gesamtsi&urebindung des Blutserums mit einer 
von uns ausgearbeiteten Methode festgestellt. Die Menge der gebundenen 
Saure hingt vom EiweiBgehalt des Blutserums ab. Um die Resultate 
auf | Proz. EiweiB zu beziehen, wurde die durch 1 cem Serum gebundene 
Sauremenge mit dem EiweiBprozent dividiert und mit 100 multipliziert. 
Solcherweise erhielten wir einen Quotienten, den wir Saure-EiweiB- 
quotient aannten. Dieser Quotient bedeutet die in 100 cem Serum 
auf 1 Proz. EiweiB entfallende Siuremenge, ausgedriickt in n/50 Saure. 

2. Der Saure-EiweiBquotient ist am héchsten bei Siéuglingen, mit 
dem Alter nimmt er stetig ab. 

3. Unter den Krankheiten fanden wir bei Tuberkulose, Lues, 
Osteomyelitis, adenoider Vegetation, Bronchopneumonie, Pleuritis. 
Purpura simplex einen niedrigeren, in manchen Fallen von Scharlach, 
Pneumokokkenperitonitis, Tonsillitis follicularis, Anaemia pseudoleuc. 
und Morbus mac. Werlhofii dagegen einen erhéhten Quotienten. 

4. Die Ursache der starken Quotientverminderung besonders bei 
Tuberkulose, Osteomyelitis ist nicht in der zufolge des Gewebszerfalls 
entstandenen Globulinvermehrung, sondern in der Umgestaltung des 
Albumins zu Globulin zu suchen. 

5. Die Quotienterhéhung kann entweder durch die Zunahme des 
Blutalkalis oder durch die Umgestaltung des Globulins zu Albumin 


verursacht werden. 








Untersuchungen iiber den Einflu6 
ultravioletter Strahlen auf akzessorische Stoffe. 


I. Mitteilung: 


Versuche iiber die Beeinflussung des Faktors A. 


Von 


Josef Spinka. 


(Aus dem Versuchslaboratorium der Chemischen Aktienfabrik in Kolin a. d. E. 
und aus dem Laboratorium fiir Zoologie und Tierstoffkunde der tschechischen 
. 
Technischen Hochschule in Briinn, C. 8. R.) 


(Eingegangen am 29. August 1924.) 


I, Einleitung. Zweck und Programm der Untersuchungen. 

Bei den biologischen Untersuchungen tiber Wirkung und Wesen der 
akzessorischen Stoffe oder Vitamine, besonders bei deren subkutaner 
Applikation bei experimenteller Avitaminose der Versuchstiere fordert 
man von dem gegebenen Vitaminpraparat wenigstens praktische Steri- 
litat. Der Zweck der vorliegenden Arbeit soll nicht die Beschreibung der 
Wege und Methoden sein, mittels welcher ich zu einem solchen Priaparat 
gelangen wollte, aber es muB vorausgesagt werden, daB eine dieser 
Methoden, die das verlangte Resultat versprach, die Benutzung 
des ultravioletten Lichtes der Quecksilberquarzlampe war. Zu der 
Zeit, da ich die betreffenden Versuche unternahm, fand ich in der 
mir zuginglichen Literatur nirgends auch nur eine Andeutung tiber 
die Wirkung ultravioletter Strahlen auf die Vitamine und sah mich 
daher veranlaBt, zunichst Untersuchungen zwecks Information ein- 
zureihen. Es handelte sich mir vor allem nur um die Feststellung, 
ob die Wirkung vitaminéser Praparate nach der Bestrahlung geschwacht 
oder gar vollends vernichtet wird. Die Ergebnisse meiner Kontroll- 
ausgangsversuche, hauptsiichlich die immer wiederholt konstatierten 
tiefgreifenden chemischen Verinderungen, die durch ultraviolette 
Strahlen in einigen Praparaten selbst verursacht wurden, bewogen 
mich zur Erweiterung und zum ausfihrlichen Studium der Versuche ; 
besonders als ich spiter, eigentlich schon nach Versuchsabschlub, aus 

Biochemische Zeitschrift Band 153. 14 








198 Jos. Spinka: 


der Literatur tiber ihnliche Versuche!) erfuhr, welche aber in vieler 
Hinsicht mit meinen Resultaten nicht itibereinstimmen, obwohl mir 
ausfiihrlichere Angaben genannter Autoren iiber die Technik der Be- 
strahlung nicht bekannt sind. 

Auf Grund seiner Versuche behauptet nimlich S. S. Zilva: 

a) daB A-Faktor enthaltende Butter nach achtstiindiger Be- 
strahlung mit ultraviolettem Lichte ihre Wirksamkeit vollstindig 
verliert ; 

b) daB ultraviolette Strahlen den Vitaminfaktor B (der im Wasser 
léslich ist) tiberhaupt nicht vernichten ; 

c) daB ultraviolette Strahlen zwar den (antiskorbutischen) Vitamin- 
faktor C nicht zerstéren, aber daB die Wirkung des bei ultra- 
violetter Lichtbestrahlung entstehenden Ozons zu befiirchten ist ; 

d) in seiner spiteren Arbeit*) zeigt er, daB das Ozon auf den in 
Fett léslichen A-Faktor stark zerstérend wirkt. 

Die Versuche S.S.Zilvas hat — soweit mir bekannt — leider 
niemand wiederholt und in der bisherigen diesbeziiglichen Literatur 
habe ich auch nirgends andere Berichte tiber den EinfluB ultravioletter 
Strahlen auf akzessorische Stoffe gefunden. Wie schon oben erwihnt, 
habe ich die Ergebnisse des genannten amerikanischen Autors erst 
nach AbschluB meiner Versuche in Erfahrung gebracht. 

In dieser ersten Mitteilung will ich zunichst tiber die Versuche, 
die sich auf den Faktor A beziehen, berichten. 


II. Die Ausgangskontrollversuche, 
Aus Kontrollgriinden fiihrte ich zunichst folgende Versuche durch: 


Drei Serien gesunder weiBer Miause zu vier Stiick von einem Durch- 
schnittsgewicht von 18 g erhielten als Futter kleine Kuchen, die folgender- 
maBen hergestellt wurden: Aus reinen, aschefreien, in destilliertem Wasser 
zerweichten und ausgewaschenen Filtern wurde eine Masse bereitet, die 
dann im Verhiltnis 1:1 mit gemahlenem und durchsiebtem, trockenem 
(bei 120° C durch 6 Stunden) Hafer (ganze Kérner unter Benutzung von 
einem Teil destillierten Wassers) vermischt, geformt und bei 45°C im 
Vakuumtrockenschrank getrocknet wurde. Das Durchschnittsgewicht 
dieser Kuchen betrug 4 g. 

Die Kafige wurden taglich gereinigt, mit frischem Trinkwasser ver- 
sehen und die Reste der etwa nicht aufgefressenen Kuchen gegebenenfalls 
abgewogen und aus der Differenz das im Laufe des verflossenen Tages 
von den Miusen verspeiste Kuchengewicht berechnet. 

Die Miause wurden nach Miéglichkeit taglich in Gruppen zu vier 
Mausen auf einmal gewogen und die Gewichtssumme durch die Anzahl 


1) Solomon Sylvestr Zilva, The action of ultra-violet rays on the 
accesso y food facio’s, Biochem. Journ. 18, 164, 1919. 

2) Derselbe, Action of ozone on fat — soluble factor in fats, Biochem. 
Journal 14, 740, 1920. 
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der Tiere (4) dividiert, wodurch das Durchschnittsgewicht einer Maus 
bestimmt wurde. Ahnlich berechnete ich das Gewicht der Mause und 
der verzehrten Kuchen aus allen drei Serien. Die sich hierbei ergebenden 
Resultate sind in folgender Tabelle zusammengestellt: 





Durchschnitts: Durchschnitts- Durchschnitts. Durchschnitts- 
1922 gewicht | Sewicht der von 1922 gewicht | Sewicht der von 
am cfacr Meus po ana Kuchen am einer Meus heen Eecen 
rt 8 8 | 8 
27. VI. 18 2 25. VII. 17 6 
23. VI. | 16 2 26. VIT. 17 q 
29.VI. || 16 3 27. VIT. 17 6 
30. VI. | 15 3 28, VII. 17 F 
1. VIL. 15 5 29. VII. 18 8 
2. VIL. 15 6 31. VIL. 18 4 
3. VIL. 15 6 1. Vit, | 18 6 
4. VII. 16 6 2. VILL. 17 6 
5. VII. 17 8 3. VIII. 17 7 
7. Vil. 16 5 4. VIII. 18 4 
8. VII. 17 8 5. VIII. 18 10 
10. VII. 16 5 7. VII. 18 6 
11. VIL. 16 2 8. VIII. 19 5 
12. VII. 17 4 8. VIII. 19 6 
13. VII. 17 3 10. VIII. 19 3 
14. VII. 17 6 11. VIII. 18 4 
15. VII. 17 8 12. VIIL. 17 8") 
17. VII. 16 2 14. VIL. 16 1 8?) 
18. VIL. 17 ' 2 15. VIII. 15 4°) 
19. VII. 17 6 16. VIII. 15 1*) 
20. VII. 18 4 17. VILL. 14 4) 
21. VIL. 17 4 18. VIII. 14 4°) 
22. VIT. 18 8 19. VII. 13 ihe, 
24. VII. 16 6 





1) In den Augen Eiter. — *) Trage in der Bewegung, Augeneiterung. — 
8) Eine Maus verendet (erblindet), — *) Sechs Miause verendet (blind). — 
5) Zwei Mause verendet (blind). — *) Drei Mause verendet (blind). 


Der geschilderte Fall bildet ein t ypisches Beispiel des Verlaufs 
bei dauerndem Mangel an A-Faktor. Bevor dieser Fall ausfithrlicher 
analysiert wird, erstatte ich tiber einen weiteren Bericht, in welchem 
zwar wieder drei Serien Miiuse zu vier Stiick mit demselben Kuchen, 
jedoch mit Zugabe von A-Faktor enthaltender Butter gefiittert wurden. 
Durch Vergleich der Ergebnisse in beiden Versuchserien treten dann 
leichter die Unterschiede hervor, insofern sie die qualitativen Werte 
des Versuchsnahrungsmittels betreffen. 

Auch bei diesen Versuchen wurden wieder drei Serien von Mausen zu 
vier Stiick von einem Durchschnittsgewicht von 20g aufgestellt. Das 
Versuchsfutter wurde folgendermaBen bereitet : 

Aus reinen aschefreien, in destilliertem Wasser erweichten und aus- 


gewaschenen Filtern wurde eine reine Zellulosemasse bereitet, von welcher 
500 g (trocken) abgewogen und mit 500g getrockneten (durch 6 Stunden 


14* 
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bei 120°C) und gemahlenen Hafers unter Anwendung von 500g Wasser 
vermischt wurden. Zu dieser gut durchgemengten Masse wurden aber im 
Gegensatz zum ersten Falle 100g einer aus Kuhvollmilch von einer mit 
Griinfutter gefiitterten Milchkuh frisch hergestellten Butter zugegeben. Der 
so zubereitete Teig wurde nach griindlichem Durchmengen zu Kuchen 
geformt und diese wurden im Vakuumtrockenschrank bei 45°C max. ge- 
trocknet. 


Das Durchschnittsgewicht betrug 4g. Die Ergebnisse finden 
sich in folgender Tabelle verzeichnet: 
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1) Unterbrechung der Versuche. 
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In der ersten Versuchsreihe also, wo die weiBen Miause ausschlieBlich 
mit Kuchen gefiittert wurden, die eigentlich nur aus reinen Zellstoffen 
und gemahlenem und getrocknetem Hafer (aus ganzen zermahlenen 
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Kérnern) im Verhaltnis von 1:1 bestanden, begann nach 45 Tagen 
(aus dem Durchschnitt von 12 Beobachtungen) das Kérpergewicht 
der Mause dauernd und rapid abzunehmen, am 49. Tage konnte man 
beobachten, da die Miause ihre friihere Regsamkeit verloren haben, 
beinahe bewegungslos verharrten, sich nicht einmal verscheuchen 
lieBen und die Augen voll Eiter hatten. Am 50. Tage nach Versuchs- 
beginn fingen die Miuse an, zugrunde zu gehen, nachdem sie vorher 
die Sehkraft offensichtlich verloren hatten. Bis zum 53. Versuchs- 
tage verendeten alle Miause, alle bereits blind. Die GefraBigkeit 
ging erst in den letzten Tagen auffallend zuriick. Nach 53 Tagen betrug 
der Kérpergewichtsverlust einer Maus 5 g, das sind bei einem Anfangs- 
gewicht von 18g beinahe 28 Proz. 

In der zweiten Versuchsreihe wurden die Miause wesentlich mit 
demselben Futtermittel, nur mit dem Unterschied, daB noch etwa 
9 Proz. Butter zugefiigt wurden, gefiittert. Diese Versuche dauerten 
im ganzen 85 Tage, wihrend welcher Zeitdauer es den Miusen sehr 
gut erging und keine einging. Die durchschnittliche Koérpergewichts- 
zunahme betrug in dieser Zeit durchschnittlich 15 Proz. Die GefraiBigkeit 
war hierbei keinen auffallenden Schwankungen unterworfen. 

Bei Inbetrachtziehung der chemischen Zusammensetzung der 
Haferkérner!) sehen wir, daB das Haferkorn eine an Nihrstoffen ver- 
haltnismaBig sehr reiche Nahrung bildet. 

Das Haferkorn ist aber trotzdem erst durch Zugabe von frischer 
Butter ein hinreichendes Nahrungsmittel geworden, ein Beweis dafiir, daB 
Butter einen Stoff enthalt, dessen qualitative Eigenschaft die Gewichts- 
abnahme, die Herabsetzung der Resistenz gegen Bakterieninfektion 
(Ceratomalacie) und das Absterben der Versuchsmiuse verhindert. Die 
in der ersten Versuchsreihe beobachtete Augeneiterung und das schlieB- 
liche Blindwerden der Miuse muB als eine mit dem A-Faktormange! 
zusammenhangende Erscheinung betrachtet werden, und zwar durch 
Entstehen der Xerophtalmie, welche ihren Ursprung zunichst im Aus- 
trocknen der Augen bzw. der Hornhaut hat, wodurch erst das Eintreten 
der Infektion erméglicht wird ?). 


7 Ill. Versuche mit bestrahiter Nahrung. 


Als ich so zur Uberzeugung gelangt war, daB in der gegebenen 
Butter der A-Faktor tatsichlich enthalten ist, setzte ich die letztere 
durch 20 Minuten bei Luftzutritt der ultravioletten Strahlenwirkung 
unter nachfolgenden Bedingungen aus: 


‘) Konig, Chemie der menschlichen Nahrungs- und GenuSmittel 2, 
5. Aufl., 8S. 350 und 873, 1920. 
*) Hopkins, Proc. Royal soc. med. 18, 1, 1920. 
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Die Versuchsbutter wurde in einem verschlossenen GlasgefiB in ein 
Wasserbad von 38°C Temperatur untergetaucht und nachher in eine runde 
flache Glasschale von 10cm Durchmesser (Kristallisationsschale) so ge- 
gossen, daB die Butter eine gleichma&Bige 1mm hohe Schicht bildete. Die 
Schale wurde dann samt der Butterschicht in einem Wasserbade mit 
konstant bleibender Temperatur von 38°C befestigt und die ganze Ein- 
richtung unter den Quarzlampenbrenner so gestellt, daB die Butterober- 
flache in senkrechter Entfernung von 10cm blieb. 

Hierzu wurde eine Lampe fiir Gleichstrom (120 Volt, 4 Amp., 0,44 KW) 
der Quarzlampengesellschaft in Hanau, deren Brenner aus Quarzglas, 
Type UVH ist, verwendet. 

Es muB8B bemerkt werden, daB sich der Lampentiter (nach Bering- 
Meyer) im Laufe meiner Versuche fast gar nicht geindert hat und dab 
daher bestiindig mit einer fast konstant bleibenden Lichtintensitaét ge- 
arbeitet wurde (wenn dabei allerdings immer die gleichbleibende Ent- 
fernung des Objektes vom Brenner iiberpriift wird). 

Die Versuchsbutter wurde auf diese Weise durch 20 Minuten bestrahit, 
unter zeitweiligem Riihren mit einem Stabthermometer, wobei die steigende 
Temperatur durch ein temperiertes Bad bestandig in Grenzen von 38 bis 
42°C gehalten wurde. 

Die so in einer offenen Schale bei Luftzutritt bestrahlte Butter (im 
ganzen 100g) wurde zuniichst mit 500g Cellulose, 500g getrocknetem 
und gemahlenem Hafer und 500 g H,O wie in der vorhergehenden Versuchs- 
serie vermischt und durch Formen und Trocknen im Vakuumtrocken- 
schrank bei 45°C max. zu Kuchen von 4g Durchschnittsgewicht ver- 
arbeitet. 

Diese Kuchen wurden vier weiBen, vollkommen gesunden Versuchs- 
mausen, welche unter denselben Bedingungen wie vorher gehalten wurden, 
vorgelegt. Aus dem Gesamtgewicht dieser vier Mause wurde wieder das 
Durchschnittsgewicht einer Maus, sowie auch die durchschnittliche Ge- 
fraBigkeit berechnet und der Versuchsverlauf in nachfolgender Tabelle 
zusammengestellt : 








" : nid . Be . Nani a 
1922 Kérperuewicht | Seven Kuchen | 922 Krpengewicht | Gewicht ¢erchen 
g e g & 
20, LX. 22 2 26, IX 17 l 
21. IX, 21 | 27. 1X 16 1 
22. IX. 19 l 28, IX 15 2 Mause + 
23. IX. 19 2 29. 1X 15 1 Maus ¢ 
25. IX. 16 1 30. IX 15 1 Maus ¢ 


Wie aus den Versuchen hervorgeht, sank auffallend die GefraBigkeit 
der Mause gleich im Anfang, wodurch gleichfalls ein sehr empfindliches 
Sinken des Kérpergewichts der Miiuse eintrat, bis diese nach dem 
achten Versuchstage abzusterben begannen. Das Ende war schnell 
und kam plétzlich, obzwar an den Tieren sonst kein pathologischer 
Befund konstatiert werden konnte. 

Daraus aber, daB die Tiere so zeitig, nach achttagiger Fiitterung 
mit Kuchen, welche durch 20 Minuten mit ultraviolettem Lichte be- 
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strahlte Butter enthielten, abstarben, urteilte ich, daf der Tod nicht seinen 
Grund hat in der Vernichtung des A-Faktors durch ultraviolette Strahlen, 
also in der Unzuldnglichkeit desselben wie im ersten Falle, in welchem 
die Tiere bloB mit Hafer (bei 120°C durch 6 Stunden getrocknet) 
gefiittert wurden, denn der Mangel an erwdhniem Faktor kommt erst, 
wie bekannt (s. erster Fall), nach 50 bis 60 Tagen zum Ausdruck. 

Die Ursache des plétzlichen Absterbens kann allerdings auch 
weder in der zur Herstellung der Kuchen verwendeten Cellulose, noch 
im Hafer liegen, denn es handelte sich um dasselbe Material, aus welchem 
die Kuchen auch in den friiheren zwei Versuchen hergestellt waren. 
Daraus muBte ich den SchluB ziehen, daB es hauptsdchlich chemische 
Verdnderungen waren, die in der Butter durch den EinfluB des ultra- 
violetten Lichtes entstanden sind. 

Um mich davon zu iiberzeugen, stellte ich noch weitere zwei 
Versuchsserien zu vier Miausen unter den gleichen Bedingungen auf. 
Die Ergebnisse stimmen mit denen im ersten Falle iiberein; die Mause 
starben gleichfalls im Laufe von 7 bis 9 Tagen plétzlich ab, wie aus 
den beiden in folgender Tabelle verzeichneten Versuchsserien ersehen 
werden kann: 

Erste Serie. 
Mause, im ganzen 88 g, hatten 6 g Kuchen verspeist 


io “a 77 g, = 4g - - 
“ e 72g, » . 


x. 1922. 
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Die erste verendete Maus wog 12g, die nachfolgenden drei Mause 
verschieden zugleich und wogen 18, 15 und 12g. 


Zweite Serie. 
fause, im ganzen 81 g, hatten 6 g Kuchen verspeist 
" = 79 g, 4g - 
" 70 g, . ae 
. 32 
lg 
Og 
Og + 2 Mause 
Og *. + 2 Mause 
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Die zwei ersten verendeten Miiuse wogen 14 und 14 g, die zwei folgenden 

und 13g. 

Um meine Vermutung, da8 der Tod der Tiere in diesen geschilderten 
Versuchen nicht durch Vernichtung des A-Faktors, sondern etwa 
durch andere Einfliisse, und zwar toxischer Art, hervorgerufen wurde, 
auf eine feste Grundlage zu stellen, nahm ich noch folgende Unter- 
suchungen vor. 
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a) Von der unter den oben erwahnten Bedingungen mit ultraviolettem 
Lichte bestrahlten Butter wurden 10g in einen Kolben getan, L000 cem 
destillierten Wassers zugefiigt und durch diese Mischung aus einem zweiten 
Kolben Wasserdampf (welcher die Mischung von Wasser und Butter durch- 
blies) geleitet und mittels des Liebigschen Kiihlers in einen vorgelegten, 
vorher sterilisierten und verschlossenen Kolben destilliert. Diesem Destillat 
wurden immer 500 ccm entnommen, 0,5 cem mit einer ausgekochten Steril- 
Injektionsspritze abgemessen und auf den Riicken unter die Haut normal 
gefiitterter gesunder Mause (vier einzelnen) injiziert. Alle diese Mause 
verendeten in 18 Stunden nach der Injektion. 

b) Das Brot, mit welchem die Kontrollmiuse gefiittert wurden, die 
zwei Monate gut und normal lebten, wurde kreuz und quer in annahernd 
gleich groBe (3 bis 4g schwere) Wiirfel zerschnitten und bis zu seinem 
hinlanglichen Hartwerden in einem warmen Raume belassen. 

Die so hergestellten Brotwiirfel wurden in das in gleicher Weise wie 
im vorhergehenden Falle zubereitete Destillat getaucht und frei an der 
Luft getrocknet, bis sie hart geworden sind. Dieser ProzeB wurde dreimal 
wiederholt, worauf die Brotwiirfel vier weiBen, bisher bei normaler 
Fiitterung gehaltenen Miusen vorgelegt wurden. 


Im Verlaufe dieses Versuchs konnte man beobachten, dab die 
Miause nach einer bestimmten Zeit das Fressen zu meiden begannen und 
eher das gleichzeitig vorgelegte Wasser tranken. Am vierten Tage nach 
Versuchsbeginn verendete ein Tier, am sechsten Tage gingen zwei 
zugrunde und am siebenten die letzte Maus. Die Brotkuchen waren 
verhaltnismaBig nur wenig benagt. 


Die Ergebnisse aller dieser Versuche erwiesen, dap sich friiher 
noch, bevor der eventuelle Mangel bzw. die Vernichtung des A-Faktors 
zum Ausdruck kommen konnte, andere Einfliisse geltend gemacht hatten, 
deren Grund in der Verdnderung der chemischen Zusammensetzung 
der Butter durch die Wirkung der ultravioletten Strahlen liegt. 


IV. Chemische Untersuchungen der bestrahlten Butter. 


Ein naheres Eingehen auf diese Veranderungen gestattet der 
Umfang der vorliegenden Arbeit nicht. So viel steht aber fest, daB wir, 
obwohl diese Frage in mancher Hinsicht bestimmt mit der Frage tiber 
den Ursprung des Ranzig- und Schlechtwerdens der Butter und der 
Fette iiberhaupt zusammenhingt, in der Literatur hauptsiachlich aus dem 
Grunde nichts von Bedeutung finden, weil gréBtenteils nur dem Einflub 
des Sonnenlichtes auf Fette Aufmerksamkeit gewidmet worden war. 

Die einesteils unbestrahlte, anderenteils bei Luftzutritt in 1 mm 
starker Schicht aus einer Entfernung von 10 em, 20 Minuten hindurch 
bei konstant bleibender Temperatur von 38 bis 42°C usw. (wie frither) 
mit ultraviolettem Lichte bestrahlte Versuchsbutter unterwarf ich 
folgenden Untersuchungen bzw. Beobachtungen: 
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a) Die Priijung des Geschmacks. 

Die mit ultraviolettem Lichte bestrahlte Versuchsbutter unterschied 
sich von der unbestrahlten bloB dadurch, daB ihr GenuB den Eindruck 
eines eigenen, talgigen Nachgeschmacks, gekennzeichnet durch einen ganz 
schwachen Olgeruch und einigermaBen schirferen, im Halse erst nach 
gewisser Zeit kratzenden Beigeschmack, hervorrief. 


b) Das Aussehen 
der durch 20 Minuten bestrahlten Butter zeichnete sich durch eine ziemlich 
auffallende weiBe Farbe aus, sonst war auch beziiglich der Konsistenz 
nichts Besonderes wahrzunehmen. 


c) Die Priifung nach Kreis. 

Bei der durch 20 Minuten mit ultraviolettem Lichte bestrahlten 
Versuchsbutter stellte sich laingstens nach 10 Minuten immer eine dunkle, 
satte Kirschenfirbung ein. Dieselbe, jedoch unbestrahlte Butter firbte sich 
nicht unter denselben Bedingungen auch nach mehrtigigem Stehenlassen 
und zeitweiligem Schiitteln. 


d) Ausfiihrlichere Priifungen des Destillats. 


Eine gréBere Menge bestrahlter (darunter soll im weiteren immer die 
unter den oben angefiihrten Bedingungen mit ultraviolettem Lichte be- 
strahlte Butter verstanden werden) Versuchsbutter wurde mittels Wasser- 
dampf iiber den Liebigschen Kiihler geleitet, mit Ather iiberschiittelt, die 
atherische¢ Schicht nach Yrennung im Trennungstrichter allmiahlich bei 
ma&Biger Temperatur abgedampft. Die iibrig gebliebene lige, iibel riechende 
Fliissigkeit zeigte eine stark saure Reaktion mit Diazobenzolsulfosiure. 


reduzierte die ammoniakalische Lésung von Ag N O, mit dem Liebermannschen 
Reagens und auch mit der Vanillinsiure zeigte sie eine positive Reaktion, 
ebenso war auch die Reaktion nach Kreis besonders intensiv. 

Aus der Versuchsbutter, welche nicht mit ultravioletten Strahlen 
beleuchtet worden war, wurde in derselben Weise ein Destillat und aus 
diesem ahnlich der atherische Extrakt hergestellt. Dieser Extrakt, von 
welchem eine nur unbedeutende Menge gewonnen wurde, wies den widrigen 
Geruch nicht auf, die Saure war schwicher und nur die Reaktion mit 
ammoniakalischer Lésung von Ag N O, war positiv. Die tibrigen Reaktionen 
waren nicht positiv. 

Aus den Ergebnissen der angefiihrten Reaktionen laBt sich der Schlub 
ziehen, daB im durch Wasserdampf iibertriebenen Destillat der mit ultra- 
violettem Lichte bestrahlten Butter sich Sduren und aldehydische sow 
auch Phenolstoffe, die mit dem Wasserdampf fliichten, befinden. 

Um mich zu iiberzeugen, welcher dieser drei Stoffe die Reaktion nach 
Kreis mit Phloroglucin gibt, ging ich folgendermaBen vor: 

Durch Erwiairmung des oben erwaéhnten atherischen Extraktes mit 
PbO und Wasser wurden freie Fettsiuren und teilweise auch die fliichtigen 
aldehydischen Stoffe entfernt. Nach einigemal wiederholtem Abdampfen 
der Reste bis zur Trockene und durch weitere Erwairmung war die Reaktion 
auf Aldehyd negativ, die Reaktion nach Kreis blieb aber gleich intensiv. 

Der Rest (Bleiseifen) wurde dann mit Ather extrahiert. Aus den 
Bleiseifen der Olséiuren, die in die Atherlésung iibergingen, wurde dann 
mittels HC! die Olsiure befreit, welche nach Reinigung abermals die satte 
Kirschenfirbung der Reaktion nach Kreis ergab. 











ae on 





206 Jos. Spinka: 


Behufs Aufstellung von Vergleichen wurde eine chemisch reine Olsaure 
verwendet (Acidum oleinicum orig. Merck), welche fiir sich allein selbst 
nach noch so langem Schiitteln die Reaktion nach Kreis nicht aufwies, 
und erst nachdem sie der ultravioletten Lichtbestrahlung durch 5 Minuten 
aus einer Entfernung von 10 cm vom Quarzlampenbrenner ausgesetzt 
worden war, diese Reaktion in sehr intensiver Form zeigte. Diese meine 
Befunde stimmen vollkommen mit den Resultaten iiberein, zu welchen 
M. Winckel') gelangte, nachdem er Schweinefett lange Zeit mit Sonnen- 
licht bei Luftzutritt bestrahlte. 


e) Die Priifung nach Schmied. 


Die Lésung aus der bestrahlten Butter nahm im GefaB einen gelblichen 
Ton an und wurde allmiahlich braungelb. Bei dem in gleicher Art mit 
der namlichen, jedoch unbestrahlten Butter durchgefiihrten Versuche stellte 
sich eine nur schwach blaBgelbe Farbung ein. 


f) Die Guajakpriijung. 

Die Guajaktinktur wurde durch Auflésen von 5 g Guajakharz in 
100 cem 70proz. Athylalkohol und schlieBlich die Hamoglobinlésung durch 
Auflésen von 3g Hamoglobin medic. (Merck) durch intensives Schiitteln 
mit 100 ccm destillierten Wassers hergestellt. Die Priifung selbst wurde 
dann wie folgt vollfiihrt: 

5 g der im Wasserbade aufgetauten, bei Luftzutritt mit ultraviolettem 
Lichte bestrahlten Butter wurden mit 5 ccm destillierten Wassers vermischt 
und durch einige Minuten mit 4 bis 5 Tropfen Hamoglobin und 10 Tropfen 
Guajaktinktur geschiittelt. Ungefaihr nach 10 Minuten erschien eine blasse 
Farbungz. 

Der blinde Versuch ohne Butter und der mit unbestrahlter Butter 
durchgefiihrte Versuch waren negativ. 


g) Bestimmung der Rejfraktion. 

Die refraktometrische Bestimmung wurde mittels Refraktometers der 
Firma Goerz in Berlin bei einer Temperatur von 40°C, die mittels einer 
temperierten Einrichtung konstant erhalten wurde, durchgefiihrt. Die 
unbestrahlte Butter wies bei 40°C durchschnittlich np 1,4514, d. i. die 
Refraktometerzahl gleich 38,7 auf. Dieselbe mit ultraviolettem Lichte aus 
einer Entfernung von 10cm durch 20 Minuten bei Luftzutritt bestrahite 
Butter ergab bei 40°C durchschnittlich np 1,4535, d. i. die Refrakto- 
meterzahl] gleich 41,6. 


h) Bestimmung der Sdurezahl. 


Vorgegangen wurde folgendermaBen: Die Butter wurde in Stiicken 
von etwa 5g abgewogen, in einer Mischung von gleichen Teilen des 
neutralisierten Athers und Alkohols gelést und hierauf mit n/10 alkoholischer 
Kalilauge unter Anwendung von Phenolphthalein als Indikator bei starkem 
Schiitteln zu einer schwach roten, 1 Minute dauernden Farbung titriert. 
Bei der urspriinglichen unbestrahlten Butter wurden durchschnittlich auf 
100 g Butter verbraucht: 

66,15 cem n/10 KOH = 3,714mg KOH auf 1g Butter. 


1) Zeitschr. f. Unters. d. Nahrungs- u. GenuBm. 1905, 8. 90. 
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i) Bestimmung der Oxydationszahl. 
Bei der unbestrahlten Butter wurden laut Berechnung durchschnittlich 


verbraucht : 
1,25cem n/l10 KMnO, auf 100g Butter, 


bei der bei Luftzutritt bestrahlten Butter durchschnittlich: 
4,20 cem n/10 KMnO, auf 100g Butter. 


Aus den bisher beschriebenen Versuchen und sowohl aus den 
biologischen als auch chemischen Untersuchungen geht klar hervor, 
daB Butter, in diinnen Schichten unter den gegebenen Bedingungen, 
néamlich bei Luftzutritt in einer offenen Schale aus einer Entfernung 
von 10cm durch 20 Minuten mit ultraviolettem Lichte bestrahlt, bei 
zeitweiligem Rihren tiefen chemischen Verinderungen unterliegt, 
welche allerdings gréBtenteils in der letalen Wirkung an den Versuchs- 
miausen zum Ausdruck kommen. Es ist interessant, daB bei der Unter- 
suchung des Geschmacks die bei Luftzutritt bestrahlte Butter von der 
unbestrahlten nur sehr schwer unterschieden werden kann, und erst 
bei GenuB einer gréBeren Menge der bestrahlten Butter deren Nach- 
geschmack charakteristisch wird. 

Ein wenig auffallender ist die Farbe der bestrahlten Butter, und 
auch dabei ist ein vorsichtiger Vergleich gleicher Schichten im auf- 
fallenden Tageslicht nétig. Es ist selbstverstandlich, daB die Farben- 
verainderung bzw. das ,,Bleichen™ der Butter von der Giite der Butter, 
von deren Gehalt an natiirlichen gelben Farbstoffen abhangt und sich 
nach der Bestrahlung dementsprechend mehr oder weniger auffallend zeigt . 
Sehr verlaBlich ist die Priifung nach Kreis. Schon eine 1 Minute dauernde 
Bestrahlung geniigt, damit die obere Butterfliche diese Reaktion 
aufweist. Demgegenitiber kann ich die Probe nach Schmied mit m-Phe- 
nylendiamin und ebenso die Guajakreaktion nicht als so empfindlich 
bezeichnen. 

Die Bestimmung der Refraktion der bestrahlten Butter, besonders 
nach dem Vergleich der sogenannten Refraktometerzahl aus dem 
Brechungsindex berechnet, scheint mir ziemlich verlaBlich zu sein, es 
muB aber bemerkt werden, daB erst eine lingere Zeit dauernde Be- 
strahlung abweichende Werte ergibt. Dauert die Bestrahlung nur 
kiirzere Zeit, z. B. 10 Minuten, so liegen die Abweichungen in der 
Beobachtung in den Grenzen der Beobachtungsfehler. Auf die Saure- 
zahl hat die Bestrahlung tiberhaupt keinen EinfluB. 

Ich hatte in weiteren Untersuchungen Gelegenheit, diese Zahl 
bei Butter zu bestimmen, welche zweimal zu 30 Minuten, also im 
ganzen 60 Minuten, bestrahlt wurde, jedoch unterlag die Saurezahl 
auch hier keiner wesentlichen Veranderung. 

Die Oxydationszahl illustriert allerdings die in der mit ultraviolettem 
Lichte bestrahlten Butter entstandenen Veraénderungen am besten. Da 
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diese Zahl in dem in gleicher Art und Weise bereiteten Destillat wie bei 
den biologischen Untersuchungen bestimmt wurde, kann man vermuten, 
daB sich die letale Wirkung mit dieser Zahl am sichersten indiziert. 

Um die Wirkung des bei der Quarzlampe sich bildenden Ozons 

zu eliminieren, lieB ich mir verschlossene Kiivetten aus Quarzglas 
(bei der Quarzlampengesellschaft in Hanau) herstellen, welche wesentlich 
ein flaches Gefi8 mit geschliffenem VerschluB (runder Durchschnitt 
50mm) bilden und deren innere Wandentfernung 2mm und deren 
Wandstirke 1,5 mm betrigt. Diese Behialter sind ganz aus durch- 
sichtigem Quarzglas hergestellt. In diese GefiBe goB ich die vorher 
auf einem Wasserbade bei 40°C max. geschmolzene Butter so, daB 
zwischen dem VerschluB kein Raum entstand, wodurch nimlich das 
tindringen des Sauerstoffs der Luft bzw. des entstehenden Ozons 
eliminiert wurde. Ich bestrahlte die Flichen durch 10 Minuten auf 
jeder Seite, nachdem das Umriihren ausgeschlossen war. Die Kiivette 
wurde vor dem Fillen vorgewirmt und auch im Laufe der Bestrahlung 
durch ein Luftbad in den Grenzen von 38 bis 45°C erhalten. Die Be- 
strahlung geschah abermals mit derselben Lampe von gleicher Licht- 
intensitat, aus gleicher (10cm) Entfernung und bei ungefiahr gleich 
starker Butterschicht und genau so lange (zweimal zu 10 Minuten, 
das sind 20 Minuten). Die Versuchsbutter bestrahlte ich natiirlich 
nach und nach, und erst als eine geniigend groBe Menge zur Disposition 
vorhanden war, wurde zur Anfertigung der Futterkuchen geschritten. 
Die Kuchen wurden aus demselben Material wie in den fritheren Ver- 
suchen bereitet und auch das Verhiltnis der Bestandteile sowie die 
iibrigen Bedingungen (Trocknen im Vakuum usw.) wurden genau 
eingehalten. 

Zu den Versuchen wurden zwei Serien weiBer Mause zu vier Stiick 
gewahlit und die Versuchstechnik blieb dieselbe wie in den frither an- 
gefiihrten Versuchen. 

Das anfingliche Durchschnittsgewicht jeder Maus betrug 21g. Im 
Laufe der ersten 14 Versuchstage sank dieses Durchschnittsgewicht auf 
17 g und auch die GefraiBigkeit nahm ab. Nach dieser Zeit aber stieg das 
Kérpergewicht zwar sehr langsam, aber doch mit einer bestimmten Gewib- 
heit, bis es am 35. Tage nach Versuchsbeginn 19 g erreichte, obzwar die 
GefriBigkeit der Miause keineswegs bedeutend zugenommen hatté. Am 
41. Versuchstage verendete eine Maus (das Gewicht nach dem Tode betrug 
18g) ohne irgend ein vorangegangenes Schwiiche- oder Erschépfungs- 
symptom. Am 63. Versuchstage erreichte das durchschnittliche K6érper- 
gewicht 22g, und auf dieser Grenze hielt es sich bestandig, eine schwach 
steigende Tendenz aufweisend. Am 86. Versuchstage nach Versuchsbeginn 
betrug das durchschnittliche Kérpergewicht einer Maus 23 g, und an diesem 
Tage wurde auch der Versuch aus Mangel an Futterkuchen eingestellt. 


Wiahrend dieser ganzen Zeit, also 86 Tage, waren die Miuse sehr frisch, 
wiesen eine fast konstant bleibende GefraéBigkeit auf und wurde nichts 
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Auffallendes in ihrem Verhalten beobachtet. Das Verenden einer Maus 
nach 14 Tagen mu8 aus diesem Grunde als Zufall betrachtet werden, 
irgend ein toxischer Einflu8 oder der Mangel an A-Faktor ist ausgeschlossen, 
denn die iibrigen Mause lebten ohne Anstand unter denselben Versuchs- 
bedingungen und mit derselben Nahrung noch um 45 Tage linger; sie 
wiesen sogar eine Zunahme des urspriinglichen Kérpergewichts zu Anfang 
des Versuchs auf. 


Der Verlauf dieser Versuche itiberraschte mich gewissermaBen, 
und mit um so gréBerem Interesse fiihrte ich nun mit der bei Luft- 
ausschluB bestrahlten Butter dieselben chemischen Untersuchungen 
und Bestimmungen wie im friitheren Falle durch. Nachdem es sich 
um dieselbe Sorte Butter handelte, fiihre ich die Ergebnisse bei der 
urspriinglichen, iiberhaupt nicht bestrahlten Butter nicht mehr an. 


a) Priifung des Geschmacks. 

Der Geschmack der bei Luftausschlu8 bestrahiten Butter wies keinen 
besonderen Charakter auf, der scharf kratzende Beigesehmack fehlte, der 
eigene, gewissermaBen talgige Nachgeschmack war aber doch immer be- 
sonders nach GenuB einer gréBeren Menge feststellbar. 


b) Das Aussehen 
bzw. die Farbe der Butter war gleichfalls weiBer, namentlich in starken 
Schichten. - 
’ c) Die Probe nach Kreis. 

Bei dieser Reaktion trat lingstens in 10 Minuten die rote Firbung 
zwar nicht so intensiv wie bei der bei Luftzutritt bestrahlten Butter, aber 
doch sehr deutlich zutage. Das mit Wasserdampf iibergetriebene Destillat 
gab die gleiche Reaktion. 


d) Die Probe nach Schmied. 

Die in der Kiivette bestrahlte Butter ergab durch diese Probe eine 

gelbe Farbung. 
e) Die Guajakprobe 

wurde einigemal wiederholt, die blaue Farbung erschien aber nach 10 Mi- 
nuten nicht und erst nach lingerem Stehen erreichte die Lésung eine 
schmutzig blaugraue Farbung, wahrscheinlich infolge des freien Zutritts des 
Sauerstoffs der Luft. 


1) Die Bestimmung der Refraktion 
ergab bei 40°C einen Durchschnitt von np 1,4518, d. i. die Refraktometer 
zah! gleich 39,2. (Wie ersichtlich, ist die Verinderung der Refraktion 
der in der Kiivette bestrahlten Butter unbedeutend und kann iibrigens 
in den Grenzen der Beobachtungsfehler liegen, denn die vierte Dezimal- 
stelle des np-Wertes wird abgeschiitzt.) 


g) Bestimmung der Sdurezahl. 
Bei der Bestimmung dieser Zahl und beim Umrechnen der Ergebnisse 
wurden auf 100g in der Kiivette bestrahlter Butter durchschnittlich 
66,15 cem n/10 KOH, das sind 3,714 mg KOH auf 1 g Butter verbraucht, 
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also dasselbe Quantum, wie es bei der iiberhaupt nicht bestrahlten Butter 
konstatiert wurde. 
h) Bestimmung der Oxydationszahl. 

Nach Umrechnen wurde der durchschnittliche Verbrauch wie folgt 
festgestellt: 

2,50 cem n/10 KMnO, auf 100g Butter. 

Wie aus den Resultaten dieser Priifungen ersichtlich, sind die 
chemischen Verinderungen der in der Kiivette bei LuftausschluB 
bestrahlten Butter keineswegs auffallend. Die Geschmackprobe und 
die Reaktion nach Schmied sind unverlaBlich, die Refraktion stieg 
nur unbedeutend, die Siurezahl ist fast dieselbe wie bei der titberhaupt 
nicht bestrahlten Butter. Dafiir war die Reaktion nach Kreis augen- 
scheinlich positiv, die Guajakreaktion wieder umgekehrt negativ, und 
die Oxydationszahl zeigt zwar eine kleine, aber doch nur eine sichere 
Verbrauchssteigerung an n/10 KMnQ,. 

Der wichtigste Umstand in unserem Falle ist freilich das Ergebnis 
der durchgefiihrten biologischen Untersuchungen mit der bei Luft- 
ausschluB bestrahlten Butter. Diese Untersuchungen beweisen, daB 
es unter den gegebenen Bedingungen zur Bildung toxischer Stoffe in der 
Butter nicht kam und daB der A-Faktor durch die ultraviolette Strahlen- 


wirkung nicht vernichtet wurde. 
% 


V. Zusammenfassung tnd Besprechung der Versuchsergebnisse. 


Eine tibersichtliche Zusammenfassung der ausgefiihrten Versuche 
bietet uns die folgende Tabelle. 

Durch Bestrahlung der Butter mit ultraviolettem Lichte bei Luft- 
zutritt erhalt diese einen eigenen talg'gen Beigeschmack mit einem 
etwas schirferen Nachgeschmack. Durch die Bestrahlung bei Luft- 
ausschluB andert sich der Geschmack der Butter zwar auch, aber in 
weniger wahrnehmbarem MaBe. Der Nachgeschmack .ist nur schwach 
talg'g und la4B6t sich mit Sicherheit erst nach GenuB einer gréBeren 
Menge Butter konstatieren. Um einen Vergleich vornehmen zu kénnen, 
besorgte ich mir ranzig gewordene Butter und verglich deren Geschmack 
mit der bestrahlten Butter. Das Ergebnis dieses Vergleichs zeigte 
klar, daB die bestrahlte Butter nicht ranzig war. Schon der Codex Ali- 
mentarius Austr. (3. Teil, S. 108 usw.) macht einen Unterschied zwischen 
ranziger Butter und sogenannter talg‘ger. Die talgig gewordene Butter 
ist dem Geschmack nach weniger widrig als die ranzige. 

Die urspriingliche schwachgelbe Farbe verschwindet vollkommen, 
wenn wir die Butter bei Luftzutritt bestrahlen. Bestrahlen wir sie in 
einer Kiivette, also ohne Luftzutritt, bleicht die Butter zwar gleichfalls, 
aber lange nicht in dem MaBe wie im ersten Falle. Es ist klar, daB die 
Verinderung der Butterfarbe im gegebenen Falle bei Bestrahlung durch 
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die Gegenwart des Oxydationsmittels, hier des Sauerstoffs der Luft, 
beschleunigt wurde ; wir sehen aber, daB die Belichtung auch bei Ausfall 
des Luftsauerstoffs zustande kommt, und daB daher die Verinderung 
der Butterfarbe eigentlich nur durch chemisch wirksame Strahlen 
verursacht wird. 

Aus der positiven Reaktion nach Kreis, auch im Falle der Be- 
strahlung bei LuftausschluB, geht hervor, daB diese Reaktion nur 
auf dem EinfluB der ultravioletten Strahlen beruht. DaB diese 
Reaktion eigentlich durch die bestrahlte Olsiure hervorgerufen wird 
und nicht vielleicht durch die gebildeten aldehydischen oder ketonischen 
Verbindungen, war schon frither gezeigt worden. Es ist gewib, daB 
bei der Bestrahlung mit chemisch wirksamen Strahlen auch bei Ausfall 
des Luftsauerstoffs chemische Verianderungen in den Molekiilen der 
Olséiure, vielleicht durch Polymerisation, vor sich gehen und daB erst 
diese Verbindungen die positive Reaktion nach Kreis bewirken. 

Ich tiberzeugte mich, daB auch durch sehr kurze Beleuchtung, 
ob mit ultravioletten Strahlen der Quecksilberlampe oder auch mit 
Sonnenlicht, die Reaktion nach Kreis positiv ausfallt. Wird eine 
starkere Butterschicht (von nicht aufgetauter Butter) bestrahlt, liefern 
nur die Schichten an der Oberfliche die Reaktion nach Kreis, wihrend 
die inneren Schichten nicht reagieren. Die ausgesprochen ranzige, aber 
unbestrahlite Butter weist diese Reaktion nicht auf. 

Aus den Ergebnissen der Priifung nach Kreis und aus der Farben- 
intensitét kann beurteilt werden, ob und in welchem MaBe die Butter 
bzw. Fette iiberhaupt den Lichtstrahlenwirkungen ausgesetzt waren. 
Ob aber das Fett schon vollkommen dem sogenannten Talgigwerden 
unterlegen ist, kann nach der Reaktion nach Kreis nicht gesagt 
werden, wie tibrigens aus jenem Falle hervorgeht, in welchem die Be- 
strahlung bei LuftausschluB stattfand. 

Aus den Ergebnissen der Probe nach Schmied kann keine De- 
duktion gezogen werden, denn diese Reaktion ist nicht empfindlich 
und tritt gewissermaBen auch bei der unbestrahlten Butter auf. 

Was die Guajakprobe betrifft, ersah ich, daB sie sich nur bei dem 
bei Luftzutritt bestrahlten Fette positiv zeigt. Es scheint, daB das 
Zustandekommen dieser Reaktion itiberhaupt durch die Gegenwart des 
Oxydationsmittels bedingt wird. In diesem Falle ist die Reaktion 
ziemlich verlaBlich und empfindlich. Die bei LuftausschluB bestrahlten 
Fette weisen diese Reaktion nicht auf. 

Bei Verfolgung der refraktometrischen Werte ist es offensichtlich, 
daB diese Werte nur bei der bei Luftzutritt bestrahlten Butter steigen, 
was etwa mit der Bildung von Oxysiuren zusammenhingt. Bei der 
Bestrahlung bei Luftausschlu8 kommt es natiirlich zu keiner Oxydation 
und kommt bloB der chemische EinfluB der Strahlen von kurzer Wellen- 
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lange zur Geltung, der sich jedoch — wie ersichtlich — durch eine 
bedeutende Erhéhung der refraktometrischen Werte nicht kundgibt. 
Ziehen wir nun die Saéurezahl in Betracht, dann tiberrascht der Umstand, 
daB diese Zahl auch bei der Bestrahlung bei Zutritt des Luftsauerstoffs 
unverandert bleibt, ein Beweis dafiir, daB es nicht einmal in diesem Falle 
zur Bildung der freien Fettsiuren kommt. Dieser Moment ist bei der 
Beurteilung der Ergebnisse der biologischen. Versuche von besonderer 
Bedeutung, denn er eliminiert den physiologischen EinfluB der fliichtigen 
Fettsauren. 

Am meisten ausgepragt und auch am interessantesten sind freilich 
die Veranderungen der sogenannten Oxydationszahl. Um die Unter- 
schiede zuverliBlich zu erfassen, muB eine Mikrobiirette (cingeteilt 
in Hundertstel Kubikzentimeter) bei der Titration — wie oben be- 
schrieben — benutzt werden. Den gréBten Wert der Oxydationszahl 
weist wieder die bei Luftzutritt bestrahlte Butter auf. Dieser Befund 
stimmt mit den Ergebnissen der durchgefiihrten biologischen Versuche 
iiberein, und es kénnte gewissermaBen aus der Oxydationszahl nicht nur 
iiber den Grad des Talgigwerdens der Butter (durch Lichtwirkung), 
sondern auch tiber deren eventuelle biologische Wirkung bei den 
Fiitterungsversuchen geurteilt werden. 

Wir sahen, daB8 Hafer fiir Miuse eine qualitativ ungeniigende 
Nahrung bildet. Der sichergestellte Beweis hierfiir ist die im Durch- 
schnitt 28proz. Abnahme des Kérpergewichts, die eiterige Entziindung 
der Hornhaut, welche mit vélligem Erblinden endet, und schlieBlich 
das Absterben aller Versuchsmiuse nach durchschnittlich 50 Tagen’). 

Aus dem Umstande, daB nach Zugabe von etwa 9 Proz. frischer 
Butter zum Versuchshafer die Miiuse bei dieser Nahrung ganz normal 
leben, ja, daB hierbei das Kérpergewicht eine steigende Tendenz auf- 
weist, mu8 man den SchluB ziehen — wie tibrigens schon oben gezeigt —, 
daB die gegebene Butter den akzessorischen Faktor A enthilt. 

Die bei Luftzutritt und unter den iibrigen oben angefiihrien Bedin- 
gungen mit ultraviolettem Lichte bestrahlie Butter iibt auf Mduse eine 
giftige Wirkung in verhdltnismapig kurzer Zeit (8 Tage) aus, so dag 
eine eventuelle Vernichtung des A-Faktors nicht zum Ausdruck kommen 
kann. 


1) Es ist allerdings méglich, ja gewiB, daB im gegebenen Falle auch 
eine Ossifikationsstérung eintritt, die mit Hilfe der histologisch-mikro- 
skopischen Untersuchung bewiesen werden kénnte. Bei meinen Versuchen 
gab ich mich aber mit der bloBen Feststellung der geringeren Resistenz 
gegen die bakterielle Infektion zufrieden, das ist mit dem Eintreten der 
Ceratomalazie und dem schlieBlichen Blindwerden aller Versuchsmiiuse, 
wie auch mit der Konstatierung der auffallenden und dauernden Abnahme 
des K6érpergewichts und dem schlieBlichen Absterben aller Tiere nach 
durchschnittlich 50 Tagen. 

Biochemische Zeitschrift Band 153. 15 
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Durch meine Versuche glaube ich bewiesen zu haben, dag es hei 
der Bestrahlung der Butter mit ultraviolettem Lichte bei Luftzutritt in 
der Butter zur Bildung toxisch wirkender Stoffe kommt, deren Wirkung 
in verhdlinismadBig kurzer Zeit zum Ausdruck gelangt. 

Ich kann mich daher der Meinung S. S. Zilvas, daB die Be- 
strahlung der Butter mit ultraviolettem Lichte bei Luftzutritt nach 
8 Stunden zu der Vernichtung des A-Faktors fiihrt, nicht anschlieBen, 
denn der Mangel an letzterem kommt erst ungefahr nach 50 Tagen 
zum Ausdruck, wihrend sich friiher die letale Wirkung des toxischen 
Produktes einstellt. Nun erhebt sich die Frage, ob nicht die Még- 
lichkeit vorhanden wiire, dieses toxisch wirkende Produkt aus der 
bestrablten Butter zu entfernen und den itibrig gebliebenen Riick- 
stand einer biologischen Priifung auf das Vorhandensein des A-Faktors 
zu unterziehen. Die Extraktion kann hier nicht angewendet werden, 
ebenso andere chemische Vorginge, und es blieb nur die Méglichkeit, 
die toxischen Produkte mittels Destillation mit Wasserdampf tiberzu- 
treiben. Dieser Weg muB aber verworfen werden, wenn auch Osborne 
und Mendel*) behaupten, daB die biologische Wirkung oder der Gehalt 
an A-Faktoren in der Butter nicht leidet, wenn Wasserdampf hin- 
durchgetrieben wird. Ich tiberzeugte mich aber, daB Butter, durch 
welche ich eine Stunde Wasserdampf trieb, absolut unwirksam war 
und da®S daher der A-Faktor vernichtet wurde. Ebenso  beweist 
Drumond*), dessen Versuche aus der neueren Zeit datieren und 
schon deshalb kritischer und verléBlicher sind, daB Butter gegen 
héhere Temperaturen (von iiber 69°C) sehr empfindlich ist und daB 
der in ihr enthaltene A-Faktor nicht nur durch héhere Temperaturen, 
sondern hauptsichlich durch die Oxydationsfaktoren, wobei schon die 
Wirkung des Luftsauerstoffs geniigt, vernichtet wird. Vielleicht lieBe 
sich die Beseitigung der toxisch wirkenden Stoffe aus der bestrahlten 
Butter zuniachst durch Verdraingen der Luft mittels eines CO,-Stromes 
und dann erst durch Wasserdampf durchfiihren. Wie ersichtlich, laBt 
sich die Beseitigung jener Stoffe, die im gegebenen Falle das Vor- 
handensein oder Nichtvorhandensein des A-Faktors in der bestrahlten 
Butter verdecken, nicht verlaBlich durchfiihren, und sind daher die 
Angaben S. 8S. Zilvas, daB der in der Butter enthaltene A-Faktor durch 
die ultravioletten Strahlen bei Luftzutritt vernichtet wird, unrichtig 
und beruhen vielleicht auf nicht geniigepd durchgefithrten Kontroll- 
versuchen, welche klar zeigen miiBten, daB die Miause ohne A-Faktor 
erst nach durchschnittlich 50 Tagen und nicht schon im Laufe der 
ersten Woche absterben. 


1) Journ. of biol. Chem. 1915, 8S. 379. 
2) Journ. of Physiol. 1919, S. 344. 
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Damit will ich allerdings nicht gesagt haben, daB der A-Faktor bei 
Luftzutritt durch ultraviolette Strahlen nicht vernichtet wird. Im Gegenteil 
lapt sich annehmen, daf eine so labile Substanz, welche — wie bekannt — 
der A-Faktor ist, durch die Wirkung der ultravioletten Strahlen bei Gegen- 
wart des Luftsauerstofjs bzw. des Ozons, das in der Umgebung der Queck- 
silber-Quarzlampe entsteht, héchstwahrscheinlich vernichtet werden 
konnte. Dies bezeugt tibrigens die schon frither erwihnte Arbeit 
S.S. Zilvas!), welcher die Beweisfiihrung erbrachte, daB das Ozon den 
in Fetten enthaltenen A-Faktor im Laufe einer kurzen Zeitdauer 
zerst Ort. 

In unserem Falle haben wir es mit ahnlichen Verhaltnissen zu tun, 
wo mit Riicksicht auf die diinne Schicht (1 mm) der bestrahiten Butter, 
dem unausgesetzten Mischen und der intensiven Ozonbildung im Laufe 
der Bestrahlung sich zwar die zerstérende Bildung des Ozons auf den 
A-Faktor voraussetzen, aber nicht beweisen liBt, denn die Versuche 
werden durch die vorzeitige letale Beendigung, durch den Einflub 
des gleichzeitig aus dem Fette sich bildenden toxischen Produktes 
kompliziert, welch letzteres ohne Risiko einer eventuellen Vernichtung 
des akzessorischen Faktors aus der bestrahlten Butter nicht verlaBlich 
entfernt und damit aus den Versuchen eliminiert werden kann. 

Die toxisch wirkenden Stoffe der bei Luftzutritt mit ultraviolettem 
Lichte bestrahlten Butter wurden in reiner .Form nicht isoliert. Be- 
trachten wir aber niher die Ergebnisse der durchgefithrten Priifungen 
und hauptsiichlch den Umstand, daB sich diese Stoffe mit Wasserdampf 
iibertreiben lassen und nachher (im Destillat) besonders intensiv toxisch 
auf Miiuse wirken, dann wird uns der Chemismus der entstehenden 
Veriinderungen in der bestrahlten Butter (bei Luftzutritt) klar. Es 
geniigt, den Einflu8B des Luftsauerstoffs und Ozons zu erwigen, deren 
Gegenwart zu Oxydationsprozessen, d. h. zur Bildung von Oxysiuren 
und Oxyverbindungen tiberhaupt fiihrt, womit die Grundlage zur 
Entstehung der genannten toxischen Stoffe gegeben erscheint. Von 
ultravioletten Strahlen ist weiter bekannt, CaB durch ihre Wirkung 
viele organische Stoffe, besonders jene, welche sich durch ungesattigte 
Verbindungen auszeichnen, nicht nur oft oxydieren, sondern auch 
polymerisieren. Es scheint, daB der Chemismus der Verinderungen 
in der Butter im gegebenen Falle nicht nur in einer direkten Oxydation 
durch den Luftsauerstoff oder Ozon, sondern auch in einer intra- 
molekularen Photoreaktion beruht, ohne aber zum Freiwerden der 
Fettsiuren zu fiihren. Es mu8 angenommen werden, daB es durch 
den EinfluB des Sauerstoffs zunichst zur voriibergehenden Spaltung 
des Fettes kommt, durch die photochemische Wirkung der ultra 


1) Biochem. Journ. 1920, 8S. 740. 
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violetten Strahlen erhalten wir aber sogleich aus beiden Komponenten 
weitere Produkte, und zwar hauptsiichlich aus der Olsiure Nony!l- 
aldehyd und aus dem Glycerin wieder Glycerose, Dioxyaceton, welche 
Stoffe vielleicht gerade die Ursache des vorzeitigen Absterbens der 
Mause bilden. 

Befassen wir uns nun mit den durch die Applikation der in einer 
Quarzkiivette, also bei LuftausschluB, bestrahlten Butter erzielten 
Resultaten. Der biologische Effekt ist hier analog dem der tiberhaupt 
nicht bestrahlten Butter, wenn auch einige chemische Reaktionen 
darauf hindeuten, daB sich auch in diesem Falle die Butter 
chemisch zu verandern begann. Dies bezeugt hauptsichlich die aus- 
gesprochen positive Reaktion nach Kreis, die Erhéhung der Oxydations- 
zahl und die Farben- und Geschmacksveranderung klar. Dieser Fall 
beweist, daB das Oxydationsagens, in unserem Falle der Sauerstoff 
der Luft bzw. Ozon, die eigentliche Ursache der Bildung toxisch 
wirkender Stoffe ist, daB aber auch bei Abwesenheit des Sauerstoffs 
ahnliche Veriinderungen in der Butter vor sich gehen, welche aber mit 
Riicksicht auf die verhaltnismaBig kurze Wirkungsdauer der chemisch- 
aktiven Strahlen in biologisch schadlicher Hinsicht nicht zur Geltung 
kommen kénnen. Fiir die eventuelle Applikation des ultravioletten 
Lichtes zur Sterilisation Fette enthaltender Priparate ist dieser 
Moment von besonderer Wichtigkeit. 

Die Methode, bei der das Fett im Laufe der Bestrahlung der 
méglichen Mitwirkung des Luftsauerstoffs oder Ozons ausgesetzt ist, 
muB iiberhaupt verworfen werden, freilich besonders aus dem Grunde, 
weil es hierbei zur Bildung von giftigen aldehydischen und ketonischen 
Stoffen kommt. Die Art der Bestrahlung bei LuftausschluB in der 
Quarzkiivette ist zwar relativ geeigneter, aber auch dabei, wie wir 
gesehen haben, kommt es zu chemischen Veranderungen, welche aber 
nicht so rasch verlaufen, da sie nicht durch Mitwirkung der Oxydation 
mittels des Sauerstoffs beschleunigt werden. 


VI. Zusammenfassung. 


Die aus der Entfernung von 10 cm durch 20 Minuten in einer etwa 
1mm starken Schicht, bei einer Temperatur von rund 40°C mit ultra- 
violettem Lichte (Quecksilber-Quarzlampe) bestrahlite Butter wird talgig 
unter gleichzeitiger Bildung von auf Méduse giftig wirkenden alde- 
hydischen und ketonischen Stoffen. Die Zugabe dieser Butter nicht nur 
zu biologisch ungeniigender, des A-Faktors entbehrender Nahrung, sondern 
auch zur normalen Kontrollnahrung hat das schnelle Ende der Versuchs- 
miduse in 8 Tagen, von Versuchsbeginn gerechnet, zur Folge. Das Verenden 
der Méduse mup in diesem Falle nur dem EinfluB der in der Butter 
gebildeten toxischen Produkte und nicht dem Vernichten des A-Faktors, 
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wie S.S.Zilva vermutet, zugeschrieben werden, denn in den Kontroll- 
fallen lebten die Méuse bei sténdigem Mangel an A-Faktor in der Nahrung 
durchschnittlich 50 Tage, zu welcher Zeit sie regelmadpig nach Ausbruch 
der Ceratomalacie verendeten. Wenn durch die Wirkung ultravioletter 
Strahlen in Gegenwart von Luft bloB der A-Faktor vernichtet wiirde, 
und wenn es nicht zur Bildung von giftigen Stoffen kéme, dann wiirde 
der Mangel an A-Faktor erst nach durchschnittlich 50 Tagen zum Vorschein 
kommen. Im gegebenen Falle wird die eventuelle Gegenwart bzw. Ver- 
nichtung des A-Faktors durch die toxische Wirkung ketonischer und 
aldehydischer Stoffe verdeckt. 

Butter, die unter den némlichen Versuchsbedingungen in der Quarz- 
glaskiivette, jedoch bei LuftausschluB mit ultraviolettem Lichte bestrahlt wird, 
verliert zwar nicht ihre biologische Wirkung bzw. den A-Faktor, trotzdem 
jedoch weist sie Verdnderungen auf, die auch in diesem Falle zum 
Talgigwerden fiihren; nur ist das letztere infolge der Abwesenheit eines 
Oxydationsmittels (Sauerstoff, Ozon) und bei der kurzen Dauer der 
Bestrahlung (20 Minuten) nicht ausgepragt. 











Untersuchungen iiber den Einflub 
ultravioletter Strahlen auf akzessorische Stoffe. 


II. Mitteilung: 
Versuche iiber die Beeinflussung des Faktors B. 


Von 
Josef Spinka. 


(Aus dem Versuchslaboratorium der chemischen Aktienfabrik in Kolin a. E. 
und aus dem Laboratorium fiir Zoologie und Tierstoffkunde der tschechischen 
Technischen Hochschule in Briinn, C. 8. R.). 


(Eingegangen am 29. August 1924.) 


I. Vorbemerkungen. 

Wie schon in der Einleitung zu diesen Untersuchungen!) erwahnt 
wurde, ist S. 8. Zilva in seiner Arbeit?) zu dem Resultat gekommen, 
daB der Faktor E durch die ultravioletten Strahlen nicht vernichtet 
wird. Aus Zilvas Publikation geht aber nicht klar genug hervor, ob 
er ausschlieBlich mit dem Faktor B arbeitete, oder ob er mit einer 
Mischung des antineuritischen Faktors B und des Wachstumsfaktors D 
arbeitete, der erst in letzter Zeit bekannt ist. Bisher nahm man die 
Existenz von drei Vitaminen an, und zwar den antineuritischen (anti- 
beriberi) Faktor B, den antirachitischen Faktor A und den anti 
skorbutischen Faktor C. Aus den an Tauben, die ausschlieBlich mit 
weiBem, geschaltem Reis gefiittert wurden, durchgefiihrten Versuchen 
weiB man, daB die Tauben wesentlich an zwei Erscheinungen leiden, 
und zwar sowohl an paralytischen Kriimpfen, als auch an alimentarer 
Dystrophie. Erst beide Erscheinungen zusammen bilden ein richtiges 
Bild der experimentellen Polyneuritis oder Beriberi. 

Eine Reihe von Autoren, wie Emmet und Kim*), Sugiura‘), Weill 
und Mauriquand*) und andere, bewiesen, daB das Funksche B-Vitamin 


') Siehe Mitteilung I dieser Zeitschr. 153, 197, 1924. 

2) S. 8. Zilva, The action of ultra-violet rays on the accessory food 
factors, Biochem. Journ. 18, 164, 1919. 

3) Emmet und Kim, Journ. f. biol. Chem. 1917, 8. 409. 

‘) Sugiura, Chem. Centralbl. 1919, I, 488. 

5) Weill und Mauriquand, Ebendaselbst 1919, I, 385. 
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zwar die paralytischen Krimpfe und Nervensymptome beseitigt, die ali- 
mentire Dystrophie aber nicht verhiitet und die Tiere zwar nach laingerer 
Zeit und ohne Kriampfe aber dennoch absterben. Daraus ist ersichtlich, 
da. besonders aber bei jungen, in der Entwicklung befindlichen Versuchs- 
miusen, der gleichzeitig eintretendeWachstumsstillstand die Kérpergewichts- 
abnahme und die alimentaire Dystrophie bei der experimentellen Beriberi 
kein nur sekundires, die hauptsichlichsten Nervenerscheinungen beglei- 
tendes Symptom vorstellen. Abderhalden und Schaumann nahmen zuerst 
die Existenz irgendwelcher neuer spezifischer Stoffe an, welche erst unter 
Mitwirkung des antineuritischen Faktors B fihig sind, die Versuchstiere 
von allen Stérungen, also wie von den von den Nerven ausgehenden 
Krampfen, so auch von der alimentiaren Dystrophie zu befreien. Aus diesem 
Grunde schlugen sie gerade fiir die akzessorischen Stoffe die Benennung 
»,Nutramine*’ vor. Aber aus den Versuchsergebnissen von Wedder und 
Williams’) und jenen von Eijkmann*), Drumond*), Abderhalden und 
Ewald*) usw. miissen wir die Existenz noch eines anderen spezifischen 
Faktors, welcher auf das Wachstum und das Kérpergewicht wirkt, annehmen. 

Dieser Vitaminfaktor, Wachstumsfaktor genannt und mit D be- 
zeichnet, begleitet oft den Faktor A und B, ist aber, wie z. B. Stepp®) u. a. 
bewiesen, weder mit dem A- noch mit dem B-Faktor identisch. Von 
den Faktoren B und A unterscheidet sich der Wachstumsfaktor D 
nicht nur durch seine physiologischen Wirkungen aber auch durch 
sein Verhalten gegeniiber physikalischen und chemischen Einfliissen. 
Hier betone ich besonders die bei weitem gréBere Empfindlichkeit 
der Faktoren A und B gegen héhere Temperaturen und gegen Oxy- 
dationsmittel, die der Wachstumsfaktor D in viel geringerem Mabe 
besitzt. Wichtig ist weiter der Umstand, daB der D-Faktor, der avita- 
minésen Tauben subkutan injiziert wurde, auf diese Art (auBerhalb 
des Verdauungstraktes) iiberhaupt keine Wirkung auf das Wachstum 
und die alimentaire Dystrophie ausiibt, er erhéht nicht einmal den 
Blutdruck, wogegen der Faktor B z. B., subkutan injiziert, prompte 
spezifische, heilende Wirkung auf polyneuritische Krimpfe im Laufe 
einiger Stunden ausiibt. Ein besonders charakteristischer Unterschied 
der A- und B-Faktoren gegeniiber dem D-Faktor beruht auf deren 
Verhalten gegen die alkalische Reaktion des Mediums. Wahrend der 
B- und A-Faktor durch die alkalische Reaktion zerstért wird, ertragt 
diese der D-Faktor, ohne EinbuBe zu erleiden, und kann im alkalischen 
Medium bis zum Siedepunkt erhitzt werden®). 

Das Angefiihrte muBte ich vorausschicken, damit der Unterschied 
zwischen den Versuchen 8S. S. Zilvas und den meinen klar hervortrete. 


1) Wedder und Williams, Zentralbl. f. Biochem. 1914, 8. 169. 

2) Eijkmann, Ebendaselbst 1917, 8. 110. 

3) Drumond, ebendaselbst 1919, S. 409. 

*) Abderhalden und Ewald, ebendaselbst 1918, 8. 551. 

5) Stepp, ebendaselbst, 1917, 8. 20. 

*) Siehe Byfield, Daniel und Longhlin, Chem. Centralbl. 1921, I, 43. 
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II. Beschreibung der Versuche. 

Zu meinen Versuchen benutzte ich teils das bekannte Vitamin- 
praparat der Chemischen Aktienfabrik in Kolin a. d. E., ,,Bioklein“, 
welches hauptsichlich den neuritischen Faktor B und den Wachstums- 
faktor D enthalt, wovon ich mich schon friiher tiberzeugte'), und teils 
bereitete ich mir aus Hefe ein Praparat, welches nur den antineuritischen 
B-Faktor enthielt. 

Die Herstellungsart des ,,Bioklein“, die ich selbst ausgearbeitet habe, 
ist patentiert (Patent der C. 8. R. Nr. 10916) und fiihre ich dessen Patent- 
anspruch behufs informativer Beurteilung des Arbeitsvorganges an. Der 
Patentanspruch lautet: ,,Die Herstellungsart der sauerstoffhaltigen, Vitamine, 
Lipoide und Spaltungsprodukte von EiweiSstoffen enthaltenden Extrakte 
aus Getreidekeimlingen (Embryen des Kornes), gekennzeichnet dadurch, 
da8 zermahlene Keimlinge einer Plasmolyse und diese Mischung einer 
Verzuckerung, einer Spaltung der Maltose und der kiinstlichen Verdauung 
unterzogen werden, worauf die entstandenen Spaltungsprodukte der Eiwei6- 
stoffe in Alkalialbuminate umgewandelt werden.“ 

Das Prisparat aus Hefe, welches bloB den antineuritischen Faktor B 
ent halt und nach Méglichkeit des tibrigen nahrhaften Ballastes ent ledigt 
war, bereitete ich folgendermaBen: 

Dreimal zu 2 kg frischer, im Pasburgschen Vakuum bei 50°C ge- 
trockneter Brauhaushefe extrahierte ich auf dem Wasserbade unter dem 
RiickfluBkiihler bei 60°C mit 6 Litern Athylalkohol durch 6 Stunden. Nach 
Absaugen der Riickstiinde lie8 ich den Alkohol wieder im Vakuum ein- 
dampfen, den iibrig gebliebenen Extrakt gab ich nochmals in den Kolben 
unter den RiickfluBkiihler, fiigte zum Rest 3 Liter destilliertes, mit einigen 
Tropfen konzentrierter HC] angesiuertesWasser hinzu und digerierte auf dem 
Wasserbade 3 Stunden. Nach dieser Zeit filtrierte ich die Fliissigkeit, 
engte sie im Vakuum partiell auf 250 ccm ein und filtrierte sie von neuem. 
Die vereinigten Filtrate (aus drei Operationen zu 2 kg Hefe) fallte ich mit 
Phosphorwolframsiure und filtrierte sie wieder. Die Fiallung zerlegte ich 
mit Baryt, das iiberfliissige Barium entfernte ich mit verdiinnter H, SO, und 
das Filtrat engte ich auf das Volumen von 300 ccm ein. 

Die resultierende Lésung applizierte ich aus Kontrollgriinden bei 
avitaminésen Tauben, welche gerade an polyneuritischen Krampfen 
litten. Das Praéparat war, in einem Quantum von 1 ccm ,,per os** ver- 
abreicht, prompt wirksam, die Krampfe hérten im Laufe von 2 bis 
3 Stunden auf, die Tauben litten aber an der alimentaéren Dystrophie 
weiter (Abnahme des Kérpergewichts), bis sie schlieBlich, freilich ohne 
Krampfe, zugrunde gingen. Dadurch erlangte ich den Beweis, dab 
dieses im Laboratorium erzeugte Priparat bloB den Faktor B enthiilt, 
und so konnte ich zur Durchfiihrung der eigenen Versuche schreiten. 

Als Versuchsmaterial wihlte ich natiirlich junge Tauben, welche 
in Gruppen in geriumigen Kafigen gehalten und mit der biologisch 


1) Siehe ,,Chemické Listy** 1922, Nr. 1, 2 und 3. 
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nicht geniigenden Nahrung, das ist mit weiBem, geschiltem Reis und 
Trinkwasser gefiittert wurden. Weiter ging ich in dieser Weise vor, 
daB ich den Ausbruch der Merkmale experimenteller Polyneuritis ab- 
wartete und dann immer ,,per os entweder .,Bioklein’ oder das oben 
beschriebene, mit ultraviolettem Lichte bestrahlte oder unbestrahlte 
Hefepraparat applizierte. Das Verschwinden der polyneuritischen 
Krampfe im Laufe einiger Stunden verriet mir dann das Vorhandensein 
des antineuritischen Faktors. 

Zunichst werde ich die Kontrollfille antiihren, in denen eine 
Serie junger Tauben von einem Durchschnittsgewicht von etwa 400 g 
ausschlieBlich mit dem oben erwihnten Reis und Wasser gefiittert 
wurden. Den Verlauf dieser Versuche erklire ich am Beispiel einer 
Taube aus der Kontrollserie. 





Gewicht 
Datum Jabr P Bemerkungen 


2.VIT. 445 
5. VII. 440 
8. VII. 450 
11. VIL. 430 Mange! an FreSiust 
13. VIT. 430 ‘ oo ~ 
15. VIT. 410 Sitzt im Kafigwinkel 
17. VII. 405 Bewegt sich schlecht 
19. VII. 390 Sitzt auf dem unteren Teil der FuBe 
21. VII. 375 Reagiert nicht auf Verscheuchen 
24. VII. 345 Ganzen Tag Krampfe, Fliigel nicht eingezogen 
25. VIT. 330 Intensive Krampfe, vormittag 
Alle Tauben aus dieser Kontrollserie pickten den ersten Tag fleiBig 
und waren voneiner lebhaften Frische. Nach einer Woche ungefiahr stellte sich 
Mangel an FreBlust ein, die Tiere schiittelten oft den Schnabel, um aus dem 
Kropf den Reis herauszuwerfen. In dieser Periode muBte zur Zwangs- 
fiitterung geschritten werden, denn anders wiirden die Tiere den Wider- 
willen gegen Reis nicht bezwingen und wiirden durch den Hungertod 
friiher verenden, bevor noch die typischen Erscheinungen der Polyneuritis 
eintreten. Den Reis stopfte ich vorsichtig direkt in den Kropf, im ganzen 
im Laufe eines Tages nicht mehr als 30g. Nach 10 bis 14 Tagen ungefahr 
konnte man die ersten Krankheitssymptome wahrnehmen. Die Tauben 
saBen oder bewegten sich nur triage auf den tarsometatarsalen FuBteilen, 
ihre Regsamkeit war unbedeutend, sie saBen am liebsten irgendwo im 
Kafigwinkel, reinigten sich nicht, das eingefiihrte Wasser floB aus dem 
Schnabel zuriick, bei einem eventuellen Picken aus der Hand merkte man 
an den Tieren Reizbewegungen des Erstickens. Spiter wurde die Gewichts- 
abnahme sehr intensiv, und wenn man die Tauben verscheuchen wollte. 
reagierten sie darauf nicht mehr und blieben apathisch in ihrer Bewegungs- 
trigheit. Endlich erfolgten ziemlich plétzlich, nach durchschnittlich 20 bis 
24 Versuchstagen starke krampfartige Kontraktionen der Halsmuskeln, 
welche den Kopf energisch nach riickwarts, zum Riicken zuriick, driickten. 
Die Tauben erhielten sich iiberhaupt nicht auf den FiiBen, legten sich auf 
die Seite, und gewéhnlich nach 12 bis 20 Stunden nach Ausbruch der Kriampfe 
trat bei allen Tauben der Kontrollserie die Krisis ein. 
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Diese Versuche liefern den Beweis, daB die Tauben an experimentell 
hervorgerufener Beriberi erkrankten bzw. zugrunde gingen. Die fest- 
gestellten polyneuritischen Krimpfe wurden durch den Mangel an 
Wachstumsfaktor D hervorgerufen. 

Gleichzeitig mit den Kontrollversuchen nahm ich analoge Ver- 
suche vor, ich wartete nimlich den Ausbruch der neuritischen Krampfe 
bei den Tauben ab und applizierte dann sogleich, bevor noch die totale 
Stérung des Blutkreislaufs und der Verdauung eintrat, mein friiher 
beschriebenes Priparat aus Hefe bei den avitaminésen Tauben. 

Den Verlauf dieser Versuche me ebenfalls das Beispiel bloB einer 
Taube aus der ganzen Serie erhelle1 





Gewicht 
Datum Jahr ‘ Bemerkungen 
2. VII. 470 
5. VII. 445 
8. VII. 435 
11. VII. 430 
13. VII. 395 Mange! an Freflust 
15. VIL. 375 Sitzt auf den unteren Teilen der Fife 
17. VII. 360 Bewegt sich schwer 
19. VIT. 340 Allgemeine Apathie 
21. VII. 315 Starke Krampfe, vormittag wurde per os 1 com Hefepraparat 
appliziert. 
22. VIT. 310 Keine Krampfe, wieder 1 com Hefepriparat 
24. VII. 305 Die Taube ohne Kriampfe, wieder 1 ccm Hefepriparat 
25. VII. 1922 295 Die Taube ohne Krimpfe, bestandige Zwangsfiitterung mit 
Reis, da keine FreSiust, sonst ziemlich frisch, bewegt sich 
in aufrechter Haltung, 1 com Hefepraparat appliziert. 
26. VIT. 290 
27. VII. 290 
28. VIL. 290 ’ 
29 VIL 280 oe —_. in aufrechter Haltung, wieder 
3L VIL 275 ccm Hefepraparat appliziert 
1. VIIL. 275 
3. VIII. 275 
5. VIII. 275 Dasselbe, deutlich geschwacht 
7. VIII. 270 Dasselbe, sitzt apathisch, aber ohne Krampfe 
8. VILI. 265 An Erschépfung ohne Krampfe in der Friihe verschieden 





Auch bei diesen Versuchen fingen die Symptome der experimentel!len 
Polyneuritis bei den Tauben, welche zuniichst ausschlieBlich mit weiBem, 
geschiltem Reis gefiittert wurden, an, hervorzutreten, bis sich Krampfe 
einstellten. Da wurde allen Tauben aus der Versuchsserie zunichst taglich, 
spiter jeden zweiten Tag 1 ccm des Pritparates aus der Hefe per os ver- 
abreicht, wobei die Zwangsfiitterung mit Reis und Wasser fortgesetzt wurde. 

Schon bei der ersten Applikation des Priparats verschwanden die 
Krampfe im Laufe von 2 bis 3 Stunden iiberhaupt. Ein Beweis dafiir, dab 
das Hefepriparat den antineuritischen Faktor B enthielt. Das Kérpergewicht 
nahm weiter ab, wenn auch nicht so rapid wie im oben erwaihnten Kontroll- 
falle. Den Kontrollfallen gegeniiber zeigte sich der Unterschied im Ver- 
schwinden der Nervensymptome und Kriimpfe bei Tauben nach der Appli- 
kation des den Faktor B enthaltenden Hefepriparats, aber die Tiere litten 
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an der alimentiren Dystrophie weiter, bis sie schlieBlich ohne Krampfe 
zugrunde gingen. Das Leben war ihnen durch die Applikation des Hefe- 
praparats durchschnittlich um 2 Wochen verlangert worden. 


Wie ich schon oben bemerkte, liefern diese Fille den Beweis, 
daB das aus Hefe bereitete Priiparat nur den Faktor B enthilt. 

Eine neue Serie (dritte Serie) Tauben wurde wieder mit weiBem, 
geschiltem Reis und Wasser gefiittert. Nach Eintritt der polyneuri- 
tischen Krimpfe erhielten die Tauben per os lccem Biokleinlésung 
(Sirup 1: 1). 

Den Verlauf dieses Versuchs wird uns der in folgender Tabelle 
verzeichnete Fall einer Taube erhellen. 





Datum Jahr — Bemerkungen 
~ 


2. VII. 
5. VIT. 
. Vil. 
. VIL. 
3. VIL. Keine FreBlust, Zwangsfiitterung mit Reis und Wasser 
5. VII. Apathie 
. VIL. Sehr bedeutende Apathie, sitzt im Kafigwinkel 


9. VII. Nachmittag starke Krimpfe, sogleich 1 ccm Bioklein 1:1 
f appliziert. Die Krampfe héren auf 
. Vil. 


.VIil. 
; wa 
25. VII. Ohne Krampfe, in aufrechter Haltung 
. VI. 
. VIL. | 
. VIL. Obne Krimpfe, in aufrechter Haltung, 1 com Bioklein 
3. VIL. 
5. VITIL. 
> 4 
. VITL, 
. VITl. 
. VO. 
. Vill. 
. Vill. 
. Vil. 
5 waar Dasselbe, ziemlich frisch 
. VII. 
. VIII. 
2. IX. 
y. 4 
5. TX, 
, 
11. TX. ‘ Der Versuch unterbrochen! 


Ohne Krampte, wieder Bioklein 1 com 








Die ganze Gruppe der Tauben fing anfainglich an, die Symptome der 
experimentellen Beriberi aufzuweisen; sobald ihnen aber Bioklein ver- 
abreicht wurde, verschwanden die Krimpfe im Laufe einiger Stunden. 
Die Kérpergewichtskurve sank zunichst selbst nach Verabreichung des 
Biokleins weiter, aber am sechsten Tage nach der Applikation von Bioklein 
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fing sie wieder zu steigen an. Durch Zusatz von Bioklein zur avitaminésen 
Reisnahrung, was jeden zweiten Tag geschah, blieben die Tauben bis zur 
Versuchsunterbrechung, im ganzen 72 Tage am Leben, ohne daB8 eine einzige 
zugrunde ging. 

Dadurch ist bewiesen, daB Bioklein nicht nur die Nervensymptome 
(Krampfe), sondern auch die experimentelle Dystrophie beseitigt , 
d. h. daB dieses Praparat sowohl den Faktor B als auch den Faktor D 
enthalt. Bemerkt muB werden, daB auch Dr.-Ing. Kucera an der Tier- 
iirztlichen Hochschule in Briinn, ohne von meinen Versuchen zu wissen, 
gleichfalls mittels Bioklein Tauben 70 Tage ohne Krampfe und alimentiire 
Dystrophie') am Leben erhielt ; er unterlieB es aber, die Existenz des 
D-Faktors im Bioklein in seiner Arbeit festzustellen. 

Durch diese Versuche, welche als vorliufige und gewissermafen 
als Kontrollversuche bezeichnet werden miissen, habe ich den Beweis 
erbracht, daB durch ausschlieBliche und bestandige Fiitterung der 
Tauben mit weiBem, geschiltem Reis und Wasser diese im Laufe von 
20 bis 24 Tagen der polyneuritischen bzw. der experimentellen Beriberi 
unterlagen, was auf den EinfluB des fehlenden B- und D-Faktors zuriick- 
zufiihren ist, und daB ferner durch unmittelbare, sogleich nach Ein- 
treten der Krimpfe vorgenommene Applikation des nach meiner 
Methode erzeugten Hefepraparats die Krampfe im Verlauf von 2 bis 
3 Stunden verschwinden, die Tauben leben ungefihr um zwei Wochen 
langer, gehen aber schlieBlich an alimentérer Dystrophie ohne Krimpfe 
zugrunde. Ich bewies weiter, daB demgegeniiber das Bioklein sowohl 
den B-Faktor als auch den D-Faktor enthalt, durch deren EinfluB 
nicht nur die polyneuritischen Krampfe, sondern auch die alimentire 
Dystrophie verschwindet, so daB die Tauben am Leben erhalten werden. 

Erst nach diesen Feststellungen machte ich mich an die eigentlichen 
Versuche heran. 

Aus diesem Grunde go8B ich das Hefepraparat (welches den B-Faktor 
enthielt) auf eine flache, offene Glasschale so, daB das Praparat eine 
gleichmaBige, 1 mm hohe Schicht in der Schale bildete. Diese Schale 
mit dem Priaparat befestigte ich unter dem Quecksilber- Quarzlampen- 
brenner in einer Entfernung von 10cm der Oberfliche zum Brenner 
und legte die Schale behufs Aufrechterhaltung einer konstant bleibenden 
Temperatur im Laufe der Bestrahlung in ein strémendes temperiertes 
Wasserbad. Ich bestrahlte mit derselben Lampe gleichfalls durch 
20 Minuten bei zeitweiligem Rihren mit dem Thermometer wie bei 
den in der ersten Mitteilung angefiihrten Untersuchungen. Der Titer 
der Lampe blieb nach Behring- Meyer unverandert. Das so teilchenweise 
bestrahlte Hefepraparat bewahrte ich in einem braunen Glasflaschchen 
mit gut verschlieBbarem, eingeschliffenem Glaspfropfen auf. 


1) Siehe seine Dissertationsarbeit ,,Uber Vitamine‘‘, Briinn 1922, S. 90. 
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Die Bestrahlung fiihrte ich namlich bei Luftzutritt bei einer Tem- 
peratur von maximal 25°C durch. 

Nun handelte es sich mir um die Untersuchung, ob die biologische 
Wirkung des im Hefepraparat urspriinglich enthaltenen antineuritischen 
Faktors B durch die Bestrahlung mit ultraviolettem Lichte bei Luft- 
zutritt nicht leidet. 

Zu diesem Zwecke fiitterte ich wieder eine Serie Tauben ausschlieBlich 
mit weiBem, geschailtem Reis und Wasser, bis sie nach ungefaihr 20 Tagen 
von polyneuritischen Krampfen befallen wurden. Sobald sich die Krimpfe 
bei den einzelnen Tauben einstellten, wurde immer der betreffenden Taube 
1 cem des bestrahlten Hefepriparats in den Kropf verabreicht. Ein Beispiel 
des Versuchsverlaufs bei einer Taube dieser Gruppe fiihre ich im folgenden an. 





Datum Jahr —— Bemerkungen 


17, VIII. 405 

19. VILLI. 380 

21. VIII. 375 

24. VITT. 355 

26. VIIL. 350 

28. VILL. 335 Mangel an FreBiust 

31. VITT. 330 Beginn der Zwangsfiitterung 

2. IX. 320 Apathie 
IX. Totale Apathie 
. TX. 305 Nachmittag Krampfe, 1 ccm d, bestrahiten Praparates appliziert 
e>« 295 Ohne Krimpfe, sitzt ruhig im Winkel, wieder 1 ccm des 
bestrahiten Praparates 
11. TX, 290 


13. TX, 290 | , - 
15. 1X | 280 Ohne Krampfe, 1 com des bestrahlten Priparates 


18. IX. | 275 
19. LX, | 265 Verendete ohne Krampfe 





Wie aus vorhergehender Aufstellung ersichtlich, befreite die jeden 
zweiten Tag verabreichte Applikation des mit ultraviolettem Lichte 
bestrahlten (bei Luftzutritt) Hefepraparats die avitaminésen Versuchs- 
tauben von den polyneuritischen Krimpfen und muB sonach der SchluB 
gezogen werden, daB die ultravioletten Strahlen bei Luftzutritt und 
unter den gegebenen Bedingungen den antineuritischen Faktor nicht 
vernichten. In dieser Richtung gleichen die Versuchsergebnisse den 
Resultaten jener Versuche, bei welchen dasselbe, aber nicht bestrahlte 
Priparat verwendet wurde. 

Der Umstand, daB es auch hier zur Beseitigung der alimentéren 
Dystrophie nicht kommen konnte, erscheint als selbstverstandlich, 
denn den Wachstumsfaktor D enthielt nicht einmal das urspriinglich 
unbestrahlte Priparat. Das unbestrahlte Hefepriparat zeigte in 10 ccm 
eine Aciditat von 2,4cem n/10 NaOH, bei Luftzutritt in einer 1 mm 
hohen Schicht durch 20 Minuten aus der Entfernung von 10cm mit 
ultraviolettem Lichte bestrahlt, besaB es die gleiche Aciditit. 
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Fast parallel fiihrte ich analoge Versuche mit Bioklein durch. 
Auch dieses Priparat unterzog ich aber einer Verdiinnung mit destil- 
liertem Wasser im Verhaltnis von |: 1 und unter denselben Bedingungen 
einer Bestrahlung mit ultraviolettem Lichte und dann applizierte ich 
es bei avitaminésen, gerade an polyneuritischen Krimpfen leidenden 
Tauben. 

In diesem Falle wurden die Tauben nicht nur von den Krimpfen, 
sondern auch von der Gewichtsabnahme, welche sich allmahlich aus- 
zugleichen begann, befreit. Dem Wesen nach war es derselbe Fall 
wie bei der Applikation des tiberhaupt nicht bestrahlten Biokleins. 
Dadurch wurde der Beweis erbracht, daB auch im Bioklein, welches 
gleichfalls eine gewisse Aciditiit aufwies, zu einer Vernichtung des 
B-Faktors durch den Einflu8 von ultravioletten Strahlen bei Luft- 
zutritt nicht kommt. Von Interesse ist aber der Umstand, daB es 
nicht einmal zur Vernichtung des D-Faktors kam, denn es trat eine 
merkliche Besserung sogar der alimentairen Dystrophie und hauptsiich- 
lich ein Steigen der Kérpergewichtskurve ein. Der eigentliche Beweis 
fiir diese Tatsache soll erst in der vierten Mitteilung gegeben werden. 

Ich stellte mir die Aufgabe, den EinfluB ultravioletter Strahlen 
auf den B-Faktor auch bei LuftausschluB zu verfolgen. Zu diesem 
Zwecke bestrahlte ich unter denselben Bedingungen, also aus einer 
Entfernung von 10cm durch 20 Minuten, wie das Hefepriiparat so 
auch das Bioklyin in einer verschlossenen Kiivette aus Quarzglas, 
das ist bei LuftausschluB. Beide bestrahlten Praparate applizierte 
ich abermals bei in polyneuritischen Krampfen sich befindenden Tauben. 
Es lieB sich erwarten, daB es dabei zur Vernichtung des B-Faktors 
allerdings nicht kommen wird, desgleichen blieb auch der D-Faktor 
(das bewies die Biokleinapplikation) erhalten. 

Es interessierte mich aber weiter die Frage, wie sich beide Priparate 
bei der biologischen Applikation verhalten, wenn sie genau neutralisiert 
und dann erst bestrahlt werden. 

Die erste Bedingung ist hier, daB die Neutralisierung vollkommen 
genau durchzufiihren ist und die Bestrahlung gleich nachher einsetzen 
muB, wobei eine dem B-Faktor bei der neutralen Reaktion des Mediums 
gefihrliche Autoxydation angeschlossen ist. 


Zur Neutralisierung wurde nach Méglichkeit eine groBe Menge gewihlt 
und auf n/100 NaOH tropfenweise unter energischem Mischen im Strome 
von trockenem, kiihlem CO, unter Anwendung von Phenolphthalein als 
Indikator neutralisiert. 

Die genau neutralisierten Praparate wurden sogleich nach der Neutrali- 
sierung in eine Kiivette gefiillt und durch 20 Minuten aus einer Entfernung 
von 10cm von der Lampe bestrahit. Die Bestrahlung der neutralisierten 
Praiparate bei Luftzutritt nahm ich nicht vor, denn es lieB sich eine zer- 
stérende Ozonwirkung des in der Umgebung des Brenners entstehenden 
Ozons auf den Faktor B in einem neutralen Medium mit vollkommener 
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Sicherheit voraussetzen. Die nicht neutralisierten und in der Kiivette 
bestrahlten Priparate applizierte ich in gleicher Weise bei an polyneuritischen 
Krampfen leidenden Tauben. 

Als Beispiel fiihre ich hier einen Fall aus der Serie an, in der das 
unter den vorerwihnten Bedingungen mit ultraviolettem Lichte be- 
strahlte, friiher schon einigemal erwihnte Hefepraparat appliziert wurde. 





Gewicht 
Datum Jahr ‘ Bemerkungen 


19. IX. 390 

21. 385 

23. , 355 

27. . 325 Mangelnde FreBlust, wurde mit der Zwangsfutterung begonnen, 
welche hieraut taglich bis zur Versuchsunterbrechung vor- 
genommen wurde 

310 

280 Sitzt auf dem unteren Teil der Fife 

260 Sebr apathisch 

250 Nachmittag Krampfe, Applikation des in der Kiivette be- 
strablten Hetepraparats (1 ccm) 

240 Die Krampfe verschwanden, Applikation des in der Kiivette 
bestrahiten Hefepraparats (1 ecm) 

235 Ohne Krampfe, Applikation des in der Kiivette bestrahlten 
Hefepraparats (1 ccm) 

xX. 230 Obne Krampfe, aber auffallend herahgekommen und schwach, 

wieder 1 com des bestrahiten Hefepraparats 

14, X. 225 Vormittag ohne Krampige, geht zugrunde 


atelal” 





Ganz analog verliefen dieselben Versuche bei anderen zwei Tatben 
dieser Versuchsserie, ein Beweis, daB der im neutral (auf Phenolphthalein) 
reagierenden Medium vorhandene antineuritische Faktor bei Luftzutritt 
unter den gegebenen Bedingungen durch ultraviolette Strahlen nicht 


zerstért wird. 

In derselben Weise neutralisierte ich das mit destilliertem Wasser 
verdiinnte Bioklein (1:1) und bestrahlte es in der Kiivette bei Luft- 
ausschlu8 unter denselben Bedingungen. Von dieser Biokleinlésung 
verabreichte ich immer lecm per os in den Kropf avitamindéser 
Tauben und beobachtete in allen Fallen, daB nicht nur die Kraimpfe 
im Verlauf einiger Stunden verschwanden, sondern die Tauben konnten 
so unter den iibrigen Fiitterungsverhiltnissen mit weiBem Reis 70 Tage 
(nach welchen die Versuche unterbrochen wurden) am Leben erhalten 
werden. Wihrend dieser Zeit stieg die Kérpergewichtskurve augen- 
scheinlich. Auch diese Versuche best ati gen, daB der im neutralen Medium 
vorhandene B-Faktor unter den gegebenen Bedingungen bei Lauft- 
ausschlu8 durch ultraviolette Strahlen nicht zerstért wird. Eine aus 
diesen Versuchen gewonnene Nebenerkenntnis ist die Tatsache, daB 
auch der Wachstumsfaktor D unter jenen Umstianden nicht leidet. 

Es erschiene wohl angezeigt, auch den EinfluB ultravioletter 
Strahlen auf in schwach alkalischem Medium vorhandenen B-Faktor 
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zu studieren. Versuche solcher Art nahm ich aber tiberhaupt nicht vor, 
denn es ist allgemein bekannt, daB der B-Faktor (aihnlich wie der 
A- und C-Faktor) die alkalische Reaktion iiberhaupt nicht vertrigt 
und daB er durch diese vernichtet wird, ohne daB die Mitwirkung 
eines anderen Umstandes, wie z. B. Temperaturerhéhung, Oxydation, 
der Wirkung chemisch aktiver Strahlen usw. nétig wire. 


Ergebnisse der Versuche. 

Aus diesen gerade beschriebenen Versuchen geht klar hervor, daB 
ich einesteils mit einem nur den antineuritischen Faktor B enthaltenden 
Priiparat (Hefepriparat) und anderenteils mit einem Priiparat, das 
nicht nur den B-Faktor, sondern auch den Wachstumsfaktor D (Bioklein) 
enthielt, arbeitete. 

Beide Praparate wiesen eine gewisse natiirliche Aciditét auf, und 
ich wihlte sie zu den Versuchen aus dem Grunde, um teils die Wirkung 
des in ihnen enthaltenen B-Faktors vergleichen und kontrollieren zu 
kénnen und teils um versuchsweise den Unterschied zwischen dem 

‘aktor B und D zu zeigen und dadurch die haufigen Differenzen im 
Verlauf der Taubenpolyneuritis zu erklaren. 

Der erste Teil meiner diesbeziiglichen Versuche gibt ein Bild 
der experimentellen Beriberi (Polyneuritis}. 

Die ausschlieBiich mit weiBem, geschiltem Reis und Wasser ge- 
fiitterten Tauben starben durchschnittlich in 21 Tagen an Krampfen 
bei typischem Kérpergewichtssturz. Der spiter eingetretene Wider- 
willen gegen Reis wurde durch tiagliche Zwangsfiitterung des Reises in 
den Kropf bewiltigt. 

Durch die Versuche der zweiten Serie bewies ich, daB das Hefe- 
praparat, das ich selbst herstellte, nur die polyneuritischen Krampfe 
beseitigt hat, aber den Tod der Tauben durch alimentare Dystrophie 
nicht verhindern konnte. Ein Beweis dafiir, daB es nur den antineuriti- 
schen Faktor B enthilt. 

Aus den Versuchen der dritten Serie ist es klar, daB das Bioklein 
sowohl die polyneuritischen Kraimpfe, als auch die alimentaire Dystrophie 
beseitigt, und daB bei ausschlieBlicher Fiitterung mit biologisch nicht 
geniigender Nahrung (hier Reis) durch tiigliche oder jeden zweiten Tag 
verabreichte Biokleindosis die Tauben am Leben erhalten werden 
kénnen. Diese Versuche zeigen, wie wichtig es ist, sich davon zu tiber- 
zeugen, ob das gegebene, zur Versuchsapplikation bestimmte Praparat 
den Faktor B oder D oder beide zugleich enthalt. Es ist nétig nach- 
zuweisen, daB die Unterlassung dieser Feststellung den Experimentator 
zu ginzlich unrichtigen Schliissen verleiten kénnte. 

Die Ergebnisse der vierten Versuchsreihe sprechen fiir die Tat- 
sache, daB der antineuritische, in meinem urspriinglichen Hefepraparat 
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nachgewiesene Faktor B durch die ultravioletten Strahlen nach Beleuch- 
tung in einer I-mm-Schicht aus der Entfernung von 10cm von der 
Lampe durch 20 Minuten bei Luftzutritt nicht zerstért wird und daB 
er daher abermals prompt gegen polyneuritische Krampfe der Tauben 
wirkt. Dieses urspriingliche Priparat wies eine gewisse natiirliche 
Aciditat sowohl vor, als auch nach der Bestrahlung auf. 

In der weiteren finften Serie bewies ich, daB auch das Bioklein, 
das auch eine gewisse natiirliche Aciditét aufweist, nach der ultra- 
violetten Bestrahlung bei Luftzutritt und unter denselben Versuchs- 
bedingungen wie in den vorhergehenden Versuchen den B-Faktor nicht 
einbiBt. Indirekt habe ich gleichzeitig bewiesen, daB auch der 
D-Faktor im Bioklein in diesem Falle erhalten blieb. 

Durch die weitere, siebente und achte, in gleicher Art arrangierte 
Versuchsreihe kem ich zur Erkenntnis, daB — wie sich schlieBlich er- 
warten lie} — sowohl das Hefepriparat, als auch das Bioklein nach 
Bestrahlung bei LuftausschluB in der Quarzkiivette ihre Wirksamkeit 
gegen polyneuritische Krampfe (bzw. bei Bioklein auch gegen alimentare 
Dystrophie) nicht verlieren und daB also auch bei der Bestrahlungsart 
der B-Faktor durch die ultravioletten Strahlen nicht vernichtet wird. 

Aus diesen Versuchsergebnissen hatte ich anfangs geschlossen, daB 
das Erhalten des B-Faktors in beiden Praparaten durch eine gewisse 
kleine Aciditaét des Mediums bedingt ist, welche ‘die biologisch wirkende 
Substanz nicht nur vor Oxydation, sondern auch vor den chemisch 
wirkenden Strahlen schiitzt. Um mich davon zu iiberzeugen, arbeitete 
ich, wie aus der vorangegangenen Beschreibung der Versuche ersichtlich, 
in der neunten und zehnten Versuchsreihe mit genau neutralisierten 
Praparaten, aber die Ergebnisse dieser Versuche bestitigten meine 
Vermutung nicht. Es zeigte sich, daB der B-Faktor auch bei neutraler 
Reaktion des Mediums, in welchem er sich befand, der Wirkung der 
ultravioletten Strahlen und auch der Oxydation durch den Ozon 
Widerstand leistet. Weiter bewies ich indirekt, daB auch der Wachstums- 
faktor D (im Bioklein) im neutral reagierenden Medium durch ultra- 
violette Strahlen nicht zerstért wird. Es ist gewiB, daB der B-Faktor 
eine verhaltnismaBig sehr resistente Substanz ist, entschieden wider- 
standsfahiger als man friiher annahm. Er widersteht der Wirkung 
ultravioletter Strahlen, ob nun bei Luftzutritt oder bei LuftausschluB, 
in saurer oder neutraler Reaktion. 

In dieser Richtung stimmen meine unabhingig von S. S. Zilva 
durchgefithrten Versuche mit den seinigen tiberein. Der Unterschied 
liegt blo®B darin, daB ich bei meinen Untersuchungen durch andere 
Kontrollversuche eben im Hinblick auf die eventuell gleichzeitige Gegen- 
wart des D-Faktors eine falsche Differenzierung oder Abnormitét im 
Verlaufe der biologischen Wirkungen eliminierte, und ferner darin, 
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daB ich die Einfliisse der ultravioletten Strahlen auf den B-Faktor auch 
bei Luftausschlu®B und schlieBlich im neutral reagierenden Medium ver- 
folgte. 

Zusammenfassung. 

Einige Vitaminprdparate, als gegen experimentelle Beriberi ( Poly- 
neuritis) wirkendes Mittel injiziert, enthalten blof den antineuritischen 
akzessorischen Faktor B und entfernen in diesem Falle nur die poly- 
neuritischen Krdmpfe, verlangern um einige Tage das Leben der Versuchs- 
tauben, aber die alimentdre Dystrophie und das Zugrundegehen des V ersuchs- 
tieres, wenn auch ohne Krdmpfe, verhiiten sie nicht. Andere dhnliche 
Prdparate enthalten gleichzeitig auch noch den Faktor D, so dag durch 
thre Applikation nicht nur die polyneuritischen Krémpfe, sondern auch 
die alimentire Dystrophie, hawptsdchlich dann das weitere Sinken der 
KGérpergewichtskurve beseitigt werden. 

Insoweit diese Préparate einen solchen antineuritischen akzessorischen 
B-Faktor tatsichlich enthalten und entweder eine schwach saure oder 
gerade eine neutrale Reaktion auf Phenolphthalein als Indikator auf- 
weisen, kiénnen sie in einer 1mm starken Schicht aus einer Entfernung 
von 10cm von der Schicht zum Quecksilber-Quarzlampenbrenner durch 
20 Minuten bei gewéhnlicher Temperatur, ob nun bei Luftzutritt oder 
bei LuftausschluB mit ultraviolettem Licihte bestrahlt werden, ohne dap 
die biologische Wirksamkeit dieser Pruparate gegen die experimentell 
hervorgerufenen polyneuritischen Krdémpfe Schaden erleiden wiirde. 
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Untersuchungen iiber den Einflu6é 
ultravioletter Strahlen auf akzessorische Stoffe. 


Ill. Mitteilung: 


Versuche iiber die Beeinflussung des Faktors C. 


Von 
Josef Spinka. 


(Aus dem Versuchslaboratorium der chemischen Aktienfabrik in Kolin a. E. 
und aus dem Laboratorium fiir Zoologie und Tierstoffkunde der tschechischen 
Technischen Hochschule in Briinn, C. 8. R.), 


(Eingegangen am 29. August 1924.) 


I. Vorbemerkung. 

Die weitere Aufgabe meiner Versuche bildete die Uberprtifung 
der Wirkung ult ravioletter Strahlen auf den antiskorbutischen Faktor € 
Diesbeziiglich liegen‘nur die Versuche von S. S. Zilva vor, welche zu 
dem Resultat fiihrten, daB dieser Faktor gegeniiber den Strahlen selbst 
resistent ist, daB dabei aber die Gefahr einer schidlichen Wirkung 
des bei der Bestrahlung sich bildenden Ozons vorliegt. Es erschien mir 
nétig, auf diese Wirkungen niaher einzugehen. 


Il. Beschreibung der Versuche. 

Nachdem ich systematisch die Einfliisse des ultravioletten Lichtes 
auf den akzessorischen antiskorbutischen Faktor verfolgen wollte, 
wahlte ich als passendstes Versuchsmaterial junge Meerschweinchen, 
und als biologisch nicht geniigende Nahrung, die den C-Faktor nicht 
enthielt, ganzes, ungekeimtes, durch 6 Stunden bei 120° C getrocknetes 
Haferkorn. Zunichst fiihrte ich Kontrollversuche durch. Aus diesem 
Grunde hielt ich vier junge Meerschweinchen von ungefaihr gleichem 
Gewicht in einem geriumigen Kafig und fiitterte sie ausschlieBlich mit 
dem oben angefiithrten Haferkorn und mit Wasser. Den Verlauf dieser 
Versuche soll das folgende Protokoll tiber den Versuch an einem Meer- 
schweinchen aus dieser Serie veranschaulichen. 

Alle Meerschweinchen dieser Versuchsreihe waren anfangs sehr lebhaft, 
fraBen fleiBig das Korn und wiesen Appetitlosigkeit erst einige Tage 
vor ihrem Ende auf, was mit der schon eingetretenen Hiimorrhagie der 
Zahnalveole, der Lockerung der Festigkeit der Zaihne und den dadurch 
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Gewicht 
& 


Jahr 


325 

290 

275 

270 

260 

235 

225 

215 Ging zugrunde 
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entstehenden Schwierigkeiten beim Nagen der Nahrung erklart werden 
kann. Als ziemlich bedeutende Krankheitserscheinung wurde gegen Lebens- 
ende der Meerschweinchen Mausung des Haarfelles beobachtet. Charak- 
teristisch ist das Sinken der Kérpergewichtskurve. Bis zum 26. Tage seit 
Versuchsbeginn verendeten alle Meerschweinchen und wurden unmittelbar 
nach dem Tode der Sektion unterworfen. In allen vier Fallen wurde 
hamorrhagische Diathesis, besonders beim Ubergang der Rippen in die 
weichen Knorpelteile festgestellt, ein Beweis dafiir, daB8 alle Meer- 
schweinchen gerade durch den EinfluB der Lockerung des endothelialen 
Arterienbelages oder der hamorrhagischen Diathesis oder des experimen- 
tellen Skorbutes zugrunde gingen. 


Parallel zu diesem Versuch fiitterte ich andere vier Meerschweinchen 
unter denselben Modalitéten, namlich wieder ausschlieBlich mit ge- 
trocknetem Haferkorn und Wasser, nach 10 Tagen dieser Art der Ver- 
suchsfiitterung fiihrte ich aber jedem Meerschweinchen in den Schlund 
mittels einer breiten Réhre, welche an einer kalibrierten Spritze be- 
festigt war, taglich bzw. jeden zweiten Tag (langsam) | cem frischen, 
filtrierten, mit destilliertem Wasser (1:1) verdiinnten Citronensaftes 
aus einer geschalten Citrone (Citrus medica) ein. Das folgende Protokoll 
tiber den Versuch an einem Meerschweinchen soll den gleichen Ver- 
lauf der anderen drei Fille aus dieser Serie veranschaulichen: 
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P Bemerkungen 
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285 
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Der Versuch unterbrochen 
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Die ersten 10 Tage erhielten die Meerschweinchen abermals nur ge- 
trocknetes Haferkorn und Wasser, und auch in diesem Falle war aus dem 
fallenden Kérpergewicht ersichtlich, daB die Meerschweinchen an Mangel 
an C-Faktor leiden. Wie schon erwahnt, erhielten die Tiere taglich oder 
jeden zweiten Tag den fehlenden C-Faktor in Form von verdiinntem Citronen- 
saft in verhdltnismaBig kleiner Dosis, die aber doch alle Meerschweinchen 
am Leben erhielt und den Kérpergewichtssturz allmihlich ausglich, ein 
Beweis dafiir, daB der applizierte Citronensaft den fehlenden antiskorbu 
tischen C-Faktor tatsachlich enthielt. 

Wahrend ich eine andere Serie von vier Meerschweinchen abermals 
nur mit getrocknetem Haferkorn und Wasser fiitterte, um auch bei 
dieser Serie das erste Anfangsstadium des experimentellen Skorbut 
hervorzurufen, bestrahlte ich den im vorhergehenden Falle applizierten, 
verdiinnten (1:1) Citronensaft mit ultravioletten Strahlen, und zwar 
in offener Schale in etwa 1 mm starker Schicht bei einer Entfernung 
von 10cm von dem Quecksilberlampenbrenner bei gewéhnlicher 
Temperatur durch 20 Minuten (die im Steigen begriffene Temperatur 
wurde wie friiher mittels des strémenden, temperierten Wassers 
ausgeglichen). 

Den so mit ultraviolettem Lichte bestrahlten, verdiinnten Citronen- 
saft gab ich in gleicher Art den Meerschweinchen, welche 10 Tage aus- 
schlieBlich mit getrocknetem Hafer und Wasser gefiittert worden 
waren. Obgleich ich diesen Saft genau in derselben Weise, némlich was 
die Menge und auch die Zeitintervalle anbelangt, applizierte, gelang es 
mir doch nicht, diese Meerschweinchen am Leben zu erhalten. Alle 
verendeten im Laufe von 30 Tagen, die Lebensverlingerung betrug 
daher dem Kontrollfalle gegeniiber bloB8 4 Tage im Durchschnitt. Auch 
diese zugrunde gegangenen Meerschweinchen unterzog ich der Sektion 
und stellte besonders am Ubergange der Rippen in Knorpel himor- 
rhagische Blutansammlungen fest, also ein Beweis dafiir, daB die Tiere 
wieder wegen Mangel an antiskorbutischer Substanz abstarben. Daraus 
muBte ich den SchluB ziehen, daB der im Citronensaft urspriinglich 
enthaltene C-Faktor durch die Bestrahlung unter den gegebenen Be- 
dingungen, besonders bei Luftzutritt, zerstért worden war. 

Wie ich schon friiher bemerkte, benutzte ich zur Bestrahlung den- 
selben Citronensaft, den ich schon frither direkt appliziert hatte, also 
einen im Verhialtnis 1:1 mit destilliertem Wasser verdiinnten Saft. 
Von der Vermutung geleitet, daB ich, nach allem zu schlieBen, einen 
Stoff verdiinnte, welcher in dem urspriinglichen Saft den C-Faktor 
stabilisiert, nahm ich neue Versuche vor, und zwar: 

Ich verdiinnte den Citronensaft nicht, sondern filtrierte ihn blo& 
und bestrahite ihn als solchen wieder unter denselben Versuchsbedingungen, 
und verdiinnte den Saft erst nach der Bestrahlung mit Wasser im Verhiltnis 
1:1. Diesen Saft gab ich vier Meerschweinchen, welche durch 10 Tage 
avitaminés mit getrocknetem Hafer und Wasser gefiittert worden waren. 
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Das Ergebnis dieser Versuche hat meine Erwartung bestatigt, denn ich 
erhielt alle Meerschweinchen bis zur Versuchsunterbrechung am Leben. 
Auch deren Kérpergewicht hatte sich auszugleichen begonnen. 


Es ergibt sich also, da der in mit Wasser nicht verdiinntem 
Citronensaft enthaltene C-Faktor durch ultraviolette Strahlen unter den- 
selben Bedingungen an der biologischen Wirksamkeit gegen den experi- 
mentellen Skorbut keinen Schaden erleidet. 


Nun handelte es sich bei mir um die Begriindung meiner Vermutung 
noch auf eine andere Art. Ich bestimmte die urspriingliche Aciditiét des 
unverdiinnten filtrierten Citronensaftes und stellte fest, daB 1 ccm dieses 
Saftes zur Neutralisierung auf Phenolphthalein 9,25 cem n/10 NaOH 
erfordert. Refraktometrisch wies der urspriingliche Saft bei 16°C 7,8 Proz. 
Trockensubstanz, d.i. 1,3448 Brechungsindex (bestimmt mittels des Gérz- 
schen Refraktometers), aus. Danach nahm ich 10 cem des urspriinglichen 
Saftes in Arbeit, stumpfte dessen Aciditéat auf die Halfte ab, gab also 
46,25 cem n/10 NaOH zu und dampfte vorsichtig im Vakuumtrocken- 
apparate bei maximal 38 bis 40°C auf den urspriinglichen Umfang von 
10cem ein, um den Fehler einer eventuellen Verdiinnung wie im friiher 
beschriebenen Falle zu eliminieren. 

Von diesem Citronensaft von der halben Aciditaét bei gleichem 
Volumen applizierte ich taglich 1 cem bei durch 10 Tage mit getrocknetem 
Hafer und Wasser gefiitterten Meerschweinchen, und da begann sich bei 
allen vier Meerschweinchen der friiher eingetretene Koérpergewichtssturz 
auszugleichen, und ich erhielt die Tiere bis zur Versuchsunterbrechung 
am Leben. Dadurch kam ich zu der Uberzeugung, da® in diesem Safte 
von der halben Aciditat der C-Faktor erhalten blieb, und konnte nun zu 
den weiteren Versuchen iibergehen. 

Zu diesem Zwecke bestrahlte ich den auf die Halfte neutralisierten 
und auf den urspriinglichen Umfang gebrachten Saft durch 20 Minuten 
aus einer Entfernung von 10cm vom Quarzlampenbrenner in einer | mm 
starken Schicht bei Luftzutritt mit ultravioletten Strahlen. Den in dieser 
Weise bestrahlten Saft gab ich abermals taglich & Il ccm den Meer- 
schweinchen, welche durch 10 Tage unter dem Einflusse der Fiitterung 
mit trockenem Hafer und Wasser priiskorbutische St6rungen und haupt- 
sichlich Kérpergewichtsabnahme aufwiesen. Alle Meerschweinchen gingen 
aber im Laufe von 26 Tagen zugrunde; bei der Sektion wurde abermals 
hamorrhagische Diathesis festgestellt und es muB daraus der SchluB gezogen 
werden, daB der C-Faktor in diesem Falle im Laufe der Bestrahlung zer- 
stort wurde. 

Da weiter alle Versuchsbedingungen dieselben wie friiher waren 
und nur die Aciditit des verwendeten Saftes geiindert worden war, 
kénnen wir behaupten, daB die Aciditdt des Milieus bei der ultravioletten 
Lichtbestrahlung hier die entscheidende Rolle spielt. Es scheint, als ob die 
freie Citronensdure in diesem Falle als Stabilisator der antiskorbutischen 
Substanz fungieren wiirde, wie iibrigens schon aus dem frither be- 
schriebenen Falle hervorgeht, in welchem die Aciditaét des Saftes auf 
die Hialfte durch bloBe Verdiinnung mit destilliertem Wasser herab- 


gesetzt wurde. 
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Hierauf verfolgte ich den EinfluB der ultravioletten Strahlen auf die 
antiskorbutische Substanz bei LuftausschluB. Die Bestrahlung des un- 
verdiinnten, also des urspriinglichen Saftes habe ich aus diesen Ver- 
suchen ausgeschlossen, nachdem, wie aus dem Vorhergesagten ersicht lich, 
der C-Faktor im Safte von urspriinglicher Aciditaét (unverdiinnt) durch 
ultraviolette Strahlen auch nicht bei Luftzutritt vernichtet wird. Es 
ware daher iiberfliissig, einen &hnlichen Versuch vorzunehmen. 

Fir wichtiger hielt ich die Frage, wie sich der mit Wasser |: | 
verdimnte Citronensaft und jener zur Hilfte neutralisierte Saft nach 
der Bestrahlung bei LuftausschluB verbalten werden. Durch die Be- 
strablung bei Luftzutritt hatten beide den C-Faktor verloren und waren 
daher antiskorbutisch unwirksam. 


Zunachst verdiinnte ich den urspriinglichen Citronensaft wieder mit 
destilliertem Wasser im Verhaltnis 1:1, mischte ihn gut durch und gab 
ihn in die schon bereits friiher verwendete und in der ersten Mitteilung 
beschriebene Quarzglaskiivette und verschloB sie mit dem eingeschliffenen 
Pfropfen. 

Die gefiillte Kiivette unterwarf ich der Bestrahlung aus einer Entfernung 
von 10cm derart, daB ich zunichst 10 Minuten eine flache Seite bestrahite, 
dann umdrehte und wieder 10 Minuten die zweite flache Seite bestrahlte. 
Nach beiderseitiger Bestrahlung applizierte ich von diesem Saft lecem 
tiiglich bei vier Meerschweinchen, die bisher durch 10 Tage mit getrocknetem 
Hafer und Wasser gefiittert wurden. Die K6érpergewichtsabnahme hérte 
bei allen Tieren auf, die Kérpergewichtskurve begann bei allen Tieren 
allmahlich zu steigen und die Meerschweinchen lebten wieder bis zur Versuchs- 
unterbrechung. Damit ist der Beweis erbracht, daB der zur Hialfte mit 
Wasser verdiinnte und unter den gegebenen Bedingungen hauptsichlich 
bei Luftausschlu8 mit ultraviolettem Licht bestrahlte Citronensaft die 
antiskorbutische Wirksamkeit und dadurech den C-Faktor nicht verliert. 

Ganz aihnlich verwendete ich den urspriinglichen Citronensaft, und zwar 
20 ccm, stumpfte dessen Aciditat mit der entsprechenden Menge n/10 NaOH 
auf die Hialfte ab, die resultierende verdiinnte Lésung engte ich wieder im 
Vakuum-Trockenapparate bei maximal 38°C auf den Umfang von 20 cem 
ein und fiillte mit dieser Lésung die Kiivette, verschloB sie und setzte sie 
der ultravioletten Lichtbestrahlung unter denselben Bedingungen wie friiher 
aus. Die Applikation dieses Saftes bei vier priskorbutischen Meer- 
schweinchen, deren Koérpergewicht eine fallende Tendenz aufwies, war 
wieder dieselbe und das Ergebnis mit dem vorangehenden Falle analog. 

Daraus geht hervor, daf auch der Citronensaft von halber Aciditat 
und urspriinglichem Umfang, bei Luftausschluf mit ultraviolettem Lichte 
unter den gegebenen Bedingungen bestrahlt, die antiskorbutischen Eigen- 
schaften nicht verliert. 


Ill. Ergebnis der Versuche. 


Es wurde gezeigt, daB der tiglich per os in den Schlund eingefihrte 
Citronensaft, welcher aus diiitischen Riicksichten vor der Applikation 
bei skorbutischen Meerschweinchen mit Wasser im Verhiltnis 1: 1 
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verdinnt worden war, prompte antiskorbitische Wirkung aufwies. 
Die Wirkung verschwand aber, wenn dieser verdiinnte Citronensaft 
durch 20 Minuten aus der Entfernung von 10cm und in einer 1 mm 
hohen Schicht mit ultraviolettem Lichte bei Luftzutritt bestrahlt 
worden war. Falls aber dieser Citronensaft unter denselben Bedingungen 
im urspriinglichen, konzentrierten Zustande bestrahlt und erst nach 
der Bestrahlung vor der Applikation verdiinnt wurde, behielt der 
C-Faktor im Safte seine Wirksamkeit. 

In ahnlicher Weise rettete der zunichst mittels n/10 NaOH auf die 
Halfte seiner Aciditét gebrachte und dann erst den skorbutischen 
Meerschweinchen verabreichte Citronensaft diese vom sicheren Tode 
durch Skorbut, wogegen derselbe Citronensaft von halber Aciditét im 
urspriinglichen Umfange bei Luftzutritt und unter den iibrigen gegebenen 
Bedingungen mit ultraviolettem Lichte bestrahlt, die antiskorbutische 
Wirksamkeit verloren hatte. 

In beiden Fallen wurde die urspriingliche Aciditét auf die Hialfte 
herabgesetzt, und es ist klar, daB unter diesen Umstinden der ur- 
spriinglich im Safte enthaltene C-Faktor die Bestrahlung mit ultra 
violettem Lichte bei Luftzutritt (und unter den tibrigen gegebenen 
Bedingungen) nicht vertriigt. Ande ’s verhilt es sich, wenn der auf 
die Hialfte der Aciditaét gebrachte Citronensaft (wenn auch infolge 
Verdiinnung oder Neutralisierung im urspriinglichen Volumen) der Be- 
strahlung mit ultraviolettem Lichte bei LuftausschluB unterworfen 
wird. In diesem wird der C-Faktor — wie gezeigt wurde — nicht zerstért, 
und ist es offensichtlich, daB gerade diese Tatsache nur darauf zu- 
riickzufiihren ist, daB eine Oxydation ausgeschlossen war, da die iibrigen 
Versuchsbedingungen aufrecht erhalten wurden. 

In dieser Richtung stimmen im groBen und ganzen meine Ver- 
suche mit den Erfahrungen 8. S. Zilvas iiberein, welcher — wie ich 
friiher bemerkte — festgestellt hat, daB der C-Faktor durch ultra- 
violette Strahlen nicht zerstért wird, daB aber die Ozonwirkung im 
Verlauf der Bestrahlung zu befiirchten ist. Die von mir an- 
gefiihrten Versuche zeigten, in welchem MaBe diese destruktive Wirkung 
zur Geltung zu kommen droht, und ferner, was die Ursache der even- 
tuellen Stabilitét auch waihrend der Bestrahlung bei Luftzutritt oder 
aber, worin die Méglichkeit der Oxydation der labilen antiskorbu- 
tischen Substanz besteht. 

Es steht fest, daB die ultravioletten Strahlen auf den im Citronensaft 
enthaltenen C-Faktor wenigstens unter den gegebenen Versuchs- 
bedingungen keine Wirkung ausiiben. Haben wir in unserem Versuche 
doch eine Vernichtung der antiskorbutischen Substanz bei der Be- 
strahlung bei Luftzutritt festgestellt, so ist dies doch nur auf den Einflu8 
des in der Umgebung des Quarzlampenbrenners withrend der Bestrahlung 
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sich bildenden Sauerstoffs der Luft oder des Ozons zuriickzufihren. 
Ich wies nach, daB die Oxydation der antiskorbutischen Substanz 
infolge der steigenden Aciditét des Saftes langsamer vor sich geht. 
Eine allgemein giiltige Grenze der Aciditat zu bestimmen, bei welcher 
der C-Faktor der Wirkung des Oxydationsagens widersteht , ist schwer. 
Es wird gewiB auch daran gelegen sein, welche Stoffe im Safte noch 
vorhanden sind, hauptsachlich deren Gehalt- an Trockensubstanz wird 
entscheidend sein. Von praktischer Bedeutung ist die Tatsache, daB 
infolge Verdiinnung oder Neutralisierung oder durch was immer fiir 
eine Herabsetzung der natiirlichen Aciditét der den C-Faktor ent- 
haltenen Pflanzensifte, auch die Resistenz der antiskorbutischen 
Substanz hauptsichlich gegen Oxydation herabgesetzt wird. 


IV. Zusammenfassung. 


Der filtrierte, den C-Faktor enthaltende Saft aus frischen Citronen 
kann, wenn dessen Aciditdt eine solche ist, dap auf 1 ccm Saft etwa 9 com 
n/10 NaOH (auf Phenolphthalein) verbraucht werden, in einer 1mm 
starken Schicht bei gewohnlicher Temperatur aus einer Entfernung von 
10cm durch 20 Minuten bei bestdéndigem Umriihren bei Luftzutritt mit 
dem Lichte der Quecksilber-Quarzlampe bestrahlt werden, ohne die anti- 
skorbutische Substanz in ihm zu zerstéren. Wird die Aciditdt des Sajtes 
auf die Hdlfte herabgesetu (mit Wasser verdiinnt, mittels Neutralisation) , so 
wird durch die Bestrahlung mit ultravioletten Strahlen unter den an- 
gefiihrten Bedingungen der C-Faktor, und zwar infolge Oxydation durch 
Luftsauerstoff oder durch das wtihrend der Bestrahlung sich bildende 
Ozon zerstért. 

Durch analoge Bestrahlung, aber bei LuftausschluB (in der die ultra- 
violetten Strahlen durchlassenden Quarzkiivette) wird die antiskorbutische 
Substanz weder in dem mit Wasser zur Hdilfte verdiinnten, noch in dem 
auf die Hdlfte der Aciditdt im urspriinglichen Umfange neutralisierten 
Safte vernichtet. 





Untersuchungen iiber den Einflu6 
ultravioletter Strahlen auf akzessorische Stoffe. 


IV. Mitteilung: 


Versuche iiber die Beeinflussung des Faktors D. 


Von 


Josef Spinka. 


(Aus dem Versuchslaboratorium der chemischen Aktienfabrik in Kolin a. F. 
und aus dem Laboratorium fiir Zoologie und Tierstoffkunde der tschechischen 
Technischen Hochschule in Briinn, C. 8. R.). 


(Eingegangen am 29. August 1924.) 


I. Vorbemerkungen. 


Der EinfluB ultravioletter Strahlen auf den Wachstumsfaktor D 
wurde bisher, soweit mir bekannt, von niemandem beobachtet, wohl 
aus dem Grunde, weil dieser Faktor noch vor kurzer Zeit mit dem 
B- oder auch dem A-Faktor verwechselt worden war; schon in der 
zweiten Mitteilung habe ich den Unterschied zwischen den Fak- 
toren D und B besprochen, und in eben dieser Mitteilung habe ich 
bei der Applikation des Biokleins (welches sowohl den B- als auch 
den D-Faktor enthalt) gezeigt, daB der Wachstumsfaktor D durch die 
Bestrahlung des mit Wasser im Verhiltnis 1: 1 verdiinnten Bioklein- 
sirups mit ultraviolettem Lichte bei Luftzutritt durch 20 Minuten aus 
der Entfernung von 10cm und bei gewéhnlicher Temperatur in diesem 
Praparat nicht vernichtet wird. 

Ich habe dortselbst weiter bewiesen, daB auch nach der Bestrahlung 
des Biokleins unter denselben Bedingungen, aber bei Luftausschlub 
(in der Quarzkiivette) der D-Faktor keinen Schaden erleidet. SchlieBlich 
beschrieb ich in jener Mitteilung Versuche, durch welche ich bewies, 
daB es auch in dem genau auf Phenolphthalein neutralisierten und in 
gleicher Weise bei Luftzutritt bestrahlten Bioklein nicht zur Ver- 
nichtung des D-Faktors kam, denn ich konstatierte auch nach der 
Bestrahlung die prompte Wirkung gegen die alimentaire Dystrophie der 
Tauben. 
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Diese Ergebnisse gewann ich — wie aus der zweiten Mitteilung 
ersichtlich — indirekt bei der Verfolgung der Wirkung ultravioletter 
Strahlen auf den antineuritischen Faktor B, und zwar im Falle der 
Applikation von Bioklein, das beide Faktoren (B und D) enthalt. 


Il. Beschreibung der Versuche. 

Um einen direkten Beweis zu erzielen, wahlte ich zum Versuch 
abermals das erwahnte Bioklein. Aus diesem Praparat muBte aber die 
antineuritische Substanz entfernt werden. 

Zu diesem Zwecke gab ich in ein Glas die abgewogene Menge Bioklein- 
sirup, verdiinnte ihn mit destilliertem Wasser im Verhaltnis 1:1, neutrali- 
sierte die Liésung genau auf Phenolphthalein und fiigte dann auf je 10g 
Sirup den Uberschu8 von 10 cem n/10 NaOH hinzu. Danach fiihrte ich den- 
selben Versuch durch, aber Phenolphthalein wurde natiirlich nicht mehr 
benutzt, da ich dieses Priparat zur Versuchsapplikation wahlite. Die nétigen 
Mengen n/10 NaOH auf das abgewogene Sirupquantum habe ich auf 
Grund der ersten Tabelle bioB berechnet. 

Als das verdiinnte Bioklein nach dem oberen Vorgange zunichst 
neutralisiert und dann alkalisiert wurde, notierte ich mir das Volumen der 
Fliissigkeit (mittels Marke am GefaiBe) und brachte sie zum Sieden. Ich 
kochte im ganzen immer 6 Stunden bei unbehindertem Luftzutritt im 
offenen Glase, und das ausgekochte Wasser erginzte ich mit destillierteim 
Wasser auf den urspriinglichen \Umfang. Nach der Filtration und dem 
Auskiihlen neutralisierte ich die Lésung wieder genau mit der nétigen Menge 
n 10 HCl, durch bloBes Abdampfen brachte ich sie auf den urspriinglichen 
Umfang und wollte mich nun iiberzeugen, ob der B-Faktor durch das 
erwaihnte Aufkochen bei alkalischer Reaktion vernichtet wird. 

Zu diesem Zwecke applizierte ich das Praparat bei in neuritischen 
Krimpfen gerade sich befindenden Tauben (zu 1 cem taglich in den 
Kropf). 

Die Kram pfe verschwanden in keinem der vier Versuchsfalle, im Gegen- 
teil gingen alle Tauben zugrunde, ein Beweis dafiir, daB der B-Faktor 
durch die oben beschriebene Biokleinoperation vernichtet wurde. Auf 
diese Art aber konnte ich nicht die Uberzeugung erlangen, ob auch der 
D-Faktor Schaden erlitten hat, nachdem seine eventuelle Gegenwart 
nicht zur Geltung kommen kann, bevor die Nervenstérungen (Krampfe ) 
durch Verabreichung des fehlenden B-Faktors nicht beseitigt werden. 

Ich muBte also neue Versuche anstellen, und zwar wieder mit vier 
Tauben, die ausschlieBlich mit weiBem, geschalten Reis gefiittert wurden. 

Im kritisehen Stadium, in welchem sich bei den Tauben die ersten 
Kriimpfe einstellten, fiihrte ich in den Kropf jeder Taube taglich immer 
1 cem Hefepriiparat ein, dessen Herstellung ich in der zweiten Mitteilung 
beschrieben habe und von dem ich tiberzeugt war, daB es bloB den 
antineuritischen Faktor B enthalt, der bei Tauben die Nervenstérung 
beseitigt. Zugleich mit diesem Hefepriaparat erhielt jede Taube 
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in den Kropf noch Il cem des 6 Stunden in alkalischer Reaktion ge- 
kochten und dann neutralisierten (s. oben) Biokleins. Die Krimpfe 
verschwanden in einigen Stunden nach der Applikation und traten 
nicht mehr auf. Die Wagungen zeigten, da8 das Kérpergewicht zunahm 
und dag also im gegebenen Priparat (abgekochtes Bioklein) der D-Faktor 
enthalten war. 

Der weitere Versuchsverlauf bestand darin, daB ich das Bioklein zu- 
nichst abermals im Verhaltnis 1 : 1 mit destilliertem Wasser verdiinnte, 
dann neutralisierte und schlieBlich mit dem UberschuB von 10 cem 
n/10 NaOH auf 10g Sirup alkalisierte. Hierauf kochte ich die Lésung 
durch 6 Stunden in einem offenen Glase und ergiinzte das verdampfte 
Wasser auf den urspriinglichen Umfang. Die filtrierte Lésung gob 
ich direkt in eine flache Schale, bis eine maximal 1 mm hohe Schicht 
entstand, und bestrahlte sie durch 20 Minuten aus der Entfernung 
von 10cm bei gewéhnlicher Temperatur (die durch ein temperiertes 
Bad ausgeglichen wurde) bei Luftzutritt mit ultraviolettem Lichte der 
Quarzlampe. Es ist klar, daB die zur Bestrahlung bestimmte Lésung 
alkalisch war, und erst nach beendeter Bestrahlung neutralisierte ich 
sie mit n/10 HCl aus diatischen Griinden. 

Inzwischen fiitterte ich vier Tauben ausschlieBlich mit weibem 
geschilten Reis und Wasser, bis sich polyneuritische Kriampfe ein- 
stellten. Von diesem Zeitpunkte an begann ich den Tauben in den 
Kropf taglich 1 cem des bloB den Faktor B enthaltenden Hefepriaparats 
einzufiihren. Einige Stunden nach der Applikation waren die Tauben 
von den Kriaimpfen befreit, welche sich nicht mehr einstellten, aber 
schon am dritten Tage nach der Applikation konnte auch beobachtet 
werden, daB das Kérpergewicht sich zu heben begann. Bis zur Versuchs- 
unterbrechung ging keine Taube zugrunde, im Gegenteil glich sich 
das Kérpergewicht allmahlich aus; ein Beweis dafiir, daB das er- 
waihnte Biokleinpriparat den Faktor D enthielt. 

Daraus muB geschlossen werden, daB die akzessorische Wachstums- 
substanz nicht einmal durch Bestrahlung in alkalischer Reaktion bei 
Luftzutritt zerstért wird. Nach dem Vorhergesagten hielt ich es fir 
iiberfliissig, noch andere Versuche unter weniger ungiinstigen Um- 
standen, nimlich bei LuftausschluB vorzunehmen, und kénnen daher 
die bisher beschriebenen Ergebnisse meiner Versuche rekapituliert 
werden. 

Ill. Die Ergebnisse der Versuche. 

Es ergibt sich also, daB der im Bioklein enthaltene Wachstums- 
faktor durch die Bestrahlung mit ultraviolettem Lichte weder in der 
sauren Reaktion bei LuftausschluB, noch bei Luftzutritt, noch in der 
neutralen, ja nicht einmal in der alkalischen Reaktion zerstért wird. 
Daraus folgt, daB der Faktor D eine hoch resistente Substanz ist, 
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welche selbst einer sehr intensiven Oxydation in dem alkalischen 
Mittel Widerstand leistet. Dieser Umstand ist gewiB von Interesse, 
aber gerade durch diese Eigenschaft wird der D-Faktor zum Unterschied 
von den iibrigen akzessorischen Substanzen charakterisiert. 


IV. Zusammenfassung. 


Der Wachstumsfaktor D, der gegen die alimentdre Dystrophie der 
Tauben wirkt und im Biokleinpréparat enthalten ist, wird durch die 
Bestrahlung des Lichtes einer Quecksilber-Quarzlampe (aus der Ent- 
fernung von 10cm durch 20 Minuten in Imm hoher Schicht bei ge- 
wohnlicher Temperatur) weder bei Luftzutritt noch bei Luftausschlug, 
ja nicht einmal dann zerstért. wenn die Biokleinwasserlésung (1:1) 
neutralisiert oder mit dem Uberschug von 10 com n/10 NaOH auf 10g 
Bioklein alkalisiert und durch 6 Stunden in der alkalischen Reaktion 
gekocht und dann erst bestrahlt wird. Diese groBe Resistenz des D-Faktors, 
besonders jene in der alkalischen Reaktion, ist fiir die akzessorische 
Wachstumssubstanz besonders charakteristisch. 





Uber die Anderung 
der Stickstoff- und Chlorausscheidungen im Harn 
bei Anderung der Beziehungen zwischen Blut und Gewebe. 


Von 
Saiji Takanosu. 
(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Bern.) 
(Eingegangen am 9. September 1924.) 


Mit 5 Abbildungen im Text. 


In neuerer Zeit ist vielfach davon die Rede, daB einer der 
beherrschenden Faktoren bei der Regelung der Harnabsonderung der 
Zustand der Gewebe sei. Wohl zum erstenmal ist diese Auffassung 
mit aller Scharfe in einer Arbeit von Asher und Bruck!) geiuBert worden 
und dafiir experimentelle Anhaltspunkte durch Untersuchung der Harn- 
absonderung bei Muskeltitigkeit geliefert worden. Die nachfolgende 
Arbeit beschaftigte sich mit einer Weiterfiihrung der dort ausge- 
sprochenen Gedankengiinge. Es handelt sich darum, mit mehr oder 
weniger bekannten Eingriffen die Beziehungen zwischen Geweben und 
Blut zu verindern, sonst aber alle Bedingungen konstant zu erhalten 
und dann vor und nach den Eingriffen die Harnabsonderung zu unter- 
suchen. Bei derartigen Untersuchungen steht man vor einer Fiille 
von Problemen. Daes sich bei dieser Arbeit um eine einleitende handelt, 
muBte eine Auswahl getroffen werden, und ich habe, einem Rate von 
Prof. Asher folgend, zuniichst die Stickstoff- und Chlorausscheidungen 
im Harn von Kaninchen untersucht. Als wesentlichste Aufgabe be- 
trachtete ich die Untersuchung der Stickstoffausscheidung, wahrend 
ich die Chlorausscheidung zunichst nur als Mittel der Kontrolle ins 
Auge faBte. 

Der erste Eingriff, welcher die Beziehungen zwischen Blut und 
Geweben veriindern soll, insbesondere aber eine innerhalb physiolo- 
gischer Grenzen sich haltende Zustandsiinderung der Gewebe ver- 
anlassen sollte, war das Mittel eines einfachen Blutentzugs. Die hierdurch 


1) Asher und Bruck, Zeitschr. f. Biol. 47, 1, 1905. 
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gesetzten Veranderungen sind im allgemeinen wohlbekannt. In erster 
Linie findet ein Einstrom von Fliissigkeit aus den Geweben in die 
Blutbahn statt, gewissermaBen ein reparativer Vorgang. Da durch 
den Blutentzug eine gewisse Animie erzeugt worden ist, kommt es zu 
einer mehr oder weniger rasch einsetzenden Regeneration der roten 
Blutkérperchen. Auch der EiweiBverlust durch das verlorengegangene 
Plasma muB durch eine Tatigkeit innerhalb des Organismus ausgeglichen 
werden. Soll nun der etwaige EinfluB der so im Organismus gesetzten 
Verinderungen auf die Stickstoff- und Chlorausscheidung auf dem 
Wege der Niere gepriift werden, so mu8 dafiir gesorgt werden, dab 
alle anderen Bedingungen so weit wie méglich konstant erhalten werden. 
Da ich aus féuBeren Griinden als Versuchstiere Kaninchen benutzen 
muBte, waren die Bedingungen so zu gestalten, daB sie zu derartigen 
Versuchen ebenso richtig zu handhaben waren wie hierfiir giinstigere 
Lebewesen, wie das der Mensch und der Hund sind. Die erste Be- 
dingung, die zu erfiillen war, war die, dab die Ernihrung der Kaninchen 
eine solehe war, da sie an und fiir sich eine konstante Stickstoff- 
ausscheidung gewahrleistete, und da eine Versuchsperiode innerhalb 
24 Stunden stoffwechselphysiologisch als abgeschlossen betrachtet 
werden durfte. Zu diesem Behufe wurden die Kaninchen in der im 
Berner physiologischen Instit i tiblichen und als praktisch brauchbar 
befundenen Art und Weise ernihrt, nimlich mit einer Kost, die aus 
Milch und WeiBbrot besteht. Es gibt Zeiten, wo diese Art der Ernihrung 
bei Kaninchen zu gewissen Stérungen Veranlassung gibt; treten solche 
ein, so lassen sich dieselben meist leicht dadurch beheben, daB man 
an gewissen Tagen eine ganz kleine Beigabe einer frischen Pflanzenkost 
gibt. Im allgemeinen treten diese Stérungen bei einer Kost, wo das 
Verhaltnis Milch und WeiBbrot das richtige ist, recht selten auf. 

In einer zweiten Versuchsreihe habe ich mich der Pituitrininjektion 
bedient. Aus einer ganzen Reihe von Arbeiten der letzten Jahre geht 
hervor, daB eine primaire Folge der Injektion wirksamer Hypophysen- 
extrakte die ist, die Beziehungen des Wasseraustausches zwischen 
Gewebe und Blut tiefgreifend zu verandern, wobei zurzeit die bevorzugte 
Annahme die ist, daB der Angriffsort die Gewebszelle sei. Selbst unter 
der Voraussetzung, daB dies die einzige Wirkung des Hypophysen- 
extraktes an den Gewebszellen sei, erschien es interessant, unter diesen 
neuen Bedingungen die Stickstoffausscheidung im Harn sowie auch 
diejenige der Chloride zu verfolgen, denn die Alterierung des Wasser- 
stoffwechsels der Zelle ist durchaus kein leichter Eingriff, im Gegenteil. 
die Stérung des Wasserstoffwechsels kann, wie die schénen Arbeiten 
von Rowntree lehren, ein sehr schweres Krankheitsbild erzeugen. 

Zur Auffangung des Harns kamen die Kaninchen in Kafige. 
welche zum Zwecke meiner Arbeit einer besonderen Umkonstruktion 
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unterzogen wurden. In den Boden wurden Platten aus einem leicht 
zu reinigenden Material gesetzt, welche Durchbohrungen von einer 
GréBe enthielten, daB der Harn ungehindert abflieBen konnte, der 
Kot aber auf der Platte blieb und von dort éfters am Tage leicht ent- 
fernt werden konnte. Unterhalb dieser Grundplatte befanden sich 
abgeschrigte, gut lackierte Wande, an denen entlang der Harn in einen 
Trichter floB, der sich im AuffangegefaéB befand. Die Nahrungstrége, 
aus schwerem Steingut gefertigt, waren auf einer Seite an der Wand 
des Kiafigs so befestigt, daB das Kaninchen nur aus demselben seine 
Nahrung entnehmen konnte, ohne die Bodenteile mit der Nahrung 
zu beschmutzen. 

Ich bespreche zuerst meine erste Versuchsreihe, die in Tabelle I 
niedergelegt ist. 

Taglich wurden Kérpergewicht, aufgenommene Nahrungsmenge, 
Harnmenge, gesamter Chloridgehalt nach Volhard, Gesamtstickstoff 
mit der Mikromethode von Abderhalden bestimmt. AuBerdem wurde 
mit Sahlis Hamoglobinometer der Hamoglobingehalt des Blutes er- 
mittelt. Die tagliche Nahrung des Kaninchens bestand aus 40g Brot 
und 55cem Milch. Die Nahrung wurde anstandslos taglich vollstandig 
aufgenommen und gut vertragen. Dies ergibt sich auch aus dem Kérper- 
gewicht, welches sich auch wahrend der ganzen Versuchsdauer konstant 
erwies. Die gesamte Stickstoffausscheidung in den fiinf dem Eingriff 
voraufgehenden Tagen war annéhernd konstant zwischen 0,77 und 
0,61 g taglich, auch die Chloridausscheidung hielt sich auf einem an- 
nihernd konstanten Werte zwischen 0,75 und 1,1 g pro Tag. Der letzt- 
genannte héhere Wert fand sich allerdings nur am ersten Tage als 
Nachwirkung einer voraufgehenden salzreicheren Ernahrung, als die 
aus Milch und WeiBbrot bestehende ist. Der mittlere Himoglobin- 
gehalt betrug 74 Proz. Am 18. Mirz wurden dem Kaninchen von 
1800 g Kérpergewicht unter aseptischen Kautelen 35ccm Blut aus 
der Karotis entnommen. Der Himoglobingehalt sank infolge dieses 
Eingriffes von 74 auf 51 Proz. Die Folgen dieses Eingriffes sind an 
der Harnausscheidung deutlich erkennbar. Obwohl sich das Tier in 
gutem Zustande befand, sein Kérpergewicht aufrecht erhielt, schied 
es an den beiden nachfolgenden Tagen eine wesentlich geringere Harn- 
menge aus als je vorher und nachher. Sowohl der Chloridgehalt als 
auch insbesondere der Stickstoffgehalt des Harnes war wesentlich 
niedriger als vorher, und das vorher bestehende Annaéhern des Stickstoff- 
gleichgewichts mit einer kleinen Tendenz zu einer positiven Bilanz 
schlug in eine deutlich ausgesprochene positive Stickstoffbilanz um. 
Diese positive Stickstoffbilanz erhielt sich bis zum SchluB der Versuchs- 
reihe am 24. Mirz. Ebenso war natiirlich die Gesamtstickstoffaus- 
scheidung dauernd niedriger als vorher, wenn sie sich auch allmahlich 
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hob. Als ich den Versuch abbrach, 
war die Regeneration noch keine 
vollstandige, der Hamoglobingehalt 
hatte erst den Wert von 64 Proz. 
wieder erhalten. Im ganzen zeigt 
dieser Versuch, daB als Folge eines 
mittelgroBen Blutentzugs, trotz 
Wohlbefinden des Tieres und trotz 
konstant bleibenden Nahrungs- und 
Fliissigkeitsaufnahmen, eine ganz 
merkliche Verminderung namentlich 
der Stickstoffausscheidung eintritt. 
Auch die Chloridausscheidung ist 
ganz im Anfang herabgesetzt, aber 
diese Minderung halt nicht so lange 
an wie diejenige der Stickstoff- 
ausscheidung. Die Deutung dieser 
Tatsachen kénnte in doppelter 
Richtung gesucht werden. 

Die nachsthegende Aufklérung 
wiire die, daS der Organismus, 
um das verlorengegangene ElweiB 
zu ersetzen, den in der Nahrung 
gebotenen Stickstoff retiniert und 
auf diese Weise eine positive Stick- 
stoffbilanz zustande kommt. Diese 
Erklérung wiirde fiir die Tat best ande 
volistandig hinreichen, es kann 
jedoch auch noch an einen anderen 
Faktor gedacht werden, welcher der 
Beriicksichtigung wert ist. Durch 
einen Blutentzug leidet primar, wie 
man aus akuten Versuchen weib, 
die Niere. Die Ashersche Schule 
vertritt die Ansicht, daB hierbei nicht 
allein die  Kreislaufverhiltnisse 
maBgebend sind, sondern auch die 
durch den Blutentzug gesetzte Ver- 
anderung der Niere. Wenn durch 
einen Blutentzug die Gewebe wegen 
Stoffabgabe sich verindern, 80 
kann die Annahme gemacht werden, 
daB die Niere als ein besonders 
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empfindliches Organ sich an dieser Anderung beteiligt und hierdurch 
korrelativ zu den Bedirfnissen des Organismus ihr Ausscheidungs- 
mechanismus sich dndert . 

Um den im ersten Versuch beobachteten Sachverhalt weiter zu 
verfolgen, wurde eine neue Versuchsreihe an zwei Kaninchen angestellt. 
Die Versuchsanordnung war die gleiche wie im voraufgegangenen 
Versuch. Nur habe ich, um die Genauigkeit zu erhéhen, Bestimmungen 
des Stickstoffgehaltes des zur Nahrung dienenden Brotes und der 
Milch gemacht. Die Ergebnisse sind die nachfolgenden: 


Stickstoffbestimmung von Brot und Milch nach Ajehlidahl im Mikroapparat. 
Ee re ee ee Proz. Stickstoff 
OO OS ee “ 
Dann Brot 30,0 (0,372759) . . . | _ 
Versuch A.: Milch 50,0 (0,203 145) | 
Versuch B.: Brot 35,0 (4,348855) . . . )} — - 
Milch 40,0 (0,162516) . . . Gees 
Brot 30,0 (0,372759) . . . ) - » 
0, é ry 
Milch 25,0 (0,1015725) . . . | °###8815 


Die Ergebnisse der beiden Versuchsreihen an den Kaninchen (A) 
und (B) bringe ich in den Tabellen Il und Lil und gebe eine kurven- 
maéBige Darstellung in den dazu gehérenden bexden Kurvenbildern. 

Im: Versuch (A) dieser Reihe betrug der Hamoglobingehalt vor 


dem Blutentzug 80 Proz., nach dem Blutentzug sank der Himoglobin- 
gehalt auf 55 Proz. und hatte 19 Tage darauf noch nicht den normalen 
Wert wieder erreicht, sondern betrug nur 65 Proz. Was die Harnmenge 
anbelangt, so war kein wesentlicher Unterschied in der Zeit vor und 
nach dem Blutentzug zu beobachten. Trotz gleichbleibender Fliissig- 
keits- und Nahrungsaufnahme schwankte die taglich abgeschiedene 
Harnmenge innerhalb weiter Grenzen. Was die Gesamtstickstoff- 
ausscheidung anlangt, so hielt sie sich im allgemeinen dauernd unter 
dem Werte nach dem Blutentzug, der vorher beobachtet wurde. Nur 
an einzelnen kam es zu gleich hohen Werten wie vor dem Blutentzug. 
Dementsprechend war die ganze Zeit die Stickstoffbilanz positiv. Am 
Ende des Versuchs war das Kérpergewicht um 100g gegeniiber dem 
Anfangsgewicht gestiegen. Die mitgeteilten Tatsachen sprechen dafitr. 
daB durch den Blutentzug die Tendenz zur Retention von Stickstoff 
geweckt worden war, so dab zwar die Blutregeneration nicht vollstandig 
geworden war, wohl aber das Kérpergewicht um ein weniges zugenommen 
hatte. Was die Chloride anbelangt, so fand sich nur am ersten Tage 
nach dem Blutentzug eine deutlichere Herabsetzung, wahrend im 
Verlauf der Regenerationsperiode die Chloridausscheidung annahernd 
die gleiche blieb wie vorher, wenngleich die Maximalwerte der Periode 
vor dem Blutentzug nicht erreicht wurden. 
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In dem Versuch (B) dieser Reihe habe ich einen noch kleineren 
Blutentzug gemacht als in dem vorigen Versuch, nimlich nur 20 cem. 
Vor dem Blutentzug betrug der Haimoglobingehalt 81 Proz., nach dem 
Blutentzug sank der Hamoglobingehalt kontinuierlich und erreichte 
am 12. Tage nach dem Blutentzug nur den Wert von 61 Proz. Die 
Gesamtstickstoffausscheidung sank im allgemeinen wie in dem vorauf- 
gehenden Versuch, wenngleich die Unterschiede entsprechend dem 
kleineren Blutentzug geringer waren. Vielleicht ist die Mangelhaftigkeit 
der Blutregeneration in diesem Versuch gerade darauf zuriickzufithren, 
daB die Stickstoffretention weniger ausgesprochen war. Die Chlorid- 
ausscheidung war in den ersten Tagen nach dem Blutentzug tief herab- 
gesetzt, sie hob sich dann; so hohe Einzelwerte wie in der Zeit vor dem 
Blutentzug wurden nicht erreicht. 

Die niachsten beiden Versuche, welche ich angestellt habe, sollten 
den EinfluB wiederholter Pituitrininjektionen auf die Harnabsonderung 
bei konstant erhaltenen Ernahrungsbedingungen priifen. Ich bediente 
mich des Pituitrins wegen seines eigenartigen Einflusses auf den Wasser- 
stoffwechsel. Denn mehr und mehr stellte sich heraus, da® Pituitrin 
das Wasserbindungsvermégen der Gewebe beeinfluBt, und daB dieses 
die primaire Bedingung fiir die geinderte Harnabsonderung ist. Wenn 
das Wasserbindungsvermégen geaindert ist, so fragt es sich, ob nicht 
auch die Abgabe von stickstoffhaltigen Produkten aus den Geweben 
in das Blut sich andert, teils wegen Anderungen in der Abgabe von 
Losungswasser, teils auch wegen sonstiger Permeabilitaétsinderungen. 

Die beiden Versuchsreihen, welche diesem Zwecke dienten, finden 
sich in den Tabellen IV und V und in den beiden dazu gehérenden 
Kurvendarstellungen. 

Ich verwandte zu meinen Injektionen Pituitrin Parke, Davis & Co 

In Versuch (A) dieser Reihe habe ich vier Pituitrininjektionen 
gemacht, die erste 0,5 ccm subkutan, bewirkte eine verminderte Harn 
absonderung des betreffenden Tages. Da die beiden nachsten Pit uitrin- 
injektionen der gleichen Dosis keine Wirkung hatten, habe ich dann 
1 cem subkutan injiziert, was zu einer starken Verminderung der Harn- 
absonderung fiihrte. In Versuch (B) erzielte erst eine Injektion von 
15cem Pituitrin eine hochgradige Herabsetzung der Harnmenge. 
Jede Pituitrindosis, die einen EinfluB auf die Harnmenge hatte, hatte 
auch einen solchen auf die Gesamtstickstoffausscheidung, die merklich 
herabgesetzt war, so daB die ohnehin bestehende geringfiigige negative 
Stickstoffbilanz noch etwas vergréBert wurde. Demnach beteiligt sich 
an der durch Pituitrin gesetzten Veranderung in der Harnabsonderung 
nicht bloB das Wasser, sondern auch der Stickstoff. Das gleiche kann 
auch fiir die Chloride ausgesagt werden, denn jedesmal, wenn das 
Pituitrin auf die Harnmenge einen Einflu®B hatte, sank auch ent- 
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Anderung der N- u. Cl-Ausscheidung im Harn usw. 


sprechend die Chloridausscheidung. Hieraus scheint mir hervorzugehen, 
daB sowohl die stickstoffhaltigen Substanzen, wie auch das Salz an 
den Veranderungen teilnimmt, die das Pituitrin in den Geweben schafft. 
Demzufolge wird die Pituitrininjektion nicht bloB den Wasserstoff- 
wechsel beeinflussen. Allerdings laBt sich auf Grund meiner Versuche 
nicht entscheiden, ob die an Chlor und Stickstoff beobachteten Ver- 
iinderungen primarer oder sekundirer Natur sind. 

Die hier behandelten Versuche sollen weitergefiihrt werden, da 
die von mir in dieser Arbeit. berichteten als eine vorliufige Orientierung 
dienen sollten. 


ZusammengefaBt, sind die Ergebnisse meiner Untersuchung die 
nachfolgenden : 

1. Nach einem geringfiigigen Blutentzug mindert sich lange Zeit 
die tagliche Stickstoffausscheidung, so daB es zu gréBeren positiven 
Stickstoffbilanzen als vorher kommt. 


2. Die Chlorausscheidung ist nur kurze Zeit vermindert und kehrt 


dann bald zur Norm zuriick. 

3. Pituitrininjektionen, welche zur verminderten Wasseraus 
scheidung fihren, bewirken auch eine erhebliche Verminderung der 
Gesamtstickstoff- und Gesamtchlorausscheidung. 
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Untersuchungen an elektrolytfreien, wasserléslichen Proteinen. 
Ill. Mitteilung: 
Saizeiwei8verbindungen (ZnCl,). 1. 
Von 
Wo. Pauli und Margarete Schén. 


(Aus dem Laboratorium fiir physikalisch-chemische Biologie 
der Universitat Wien.) 


(Eingegangen am 13. Oktober 1924.) 
Mit 8 Abbildungen im Text 


Die Frage nach den Beziehungen der wasserléslichen EiweiBkérper 
zu Salzen, die durch friihere Arbeiten von Pauli mit Flecker'), Oryng?) 
und Matula*) fiir Seralbumin und Glutin im Sinne des Bestehens 
chemischer Verbindungen entschieden schien, ist in neuerer Zeit wiederum 
kontrovers geworden durch. die Stellungnahme J. Loebs, der zu der 


Anschauung gelangte, daB EiweiBkérper im isoelektrischen Punkte 
weder mit Kationen noch mit Anionen reagieren. Erst die Verschiebung 
der Reaktion (Sérensens py) nach der alkalischen Seite hin wiirde eine 
Aufnahme von Kationen, nach der sauren eine Bindung von Anionen 
erméglichen. J. Loeb*) stellt die Forderung auf, daB die EiweiBkérper 
bei isoelektrischer Reaktion hergestellt werden miissen, wenn man ihre 
Eigenschaften im reinen Zustande untersuchen wolle. 

Die Trennung zwischen dem Verhalten von EiweiBsalzen (Alkali- 
proteinaten und Saéureproteinen) und den reiner. Proteinen bei ihrer 
Reaktion mit Neutralsalzen ist schon von fritheren Autoren genau 
beachtet worden®), doch konnte immerhin gegen friihere Versuche 
der Einwand erhoben werden, daB trotz der weitgehenden Dialyse, 
die zur Reinigung der EiweiBkérper verwendet worden war, ein 
wiewohl nach der Sachlage nur kleiner — Bruchteil des EiweiBes in 
der Form von Alkaliprotein der Verdiinnungshydrolyse entgangen ist, 
so daB ein Gemisch von groBen Mengen reinen Proteins mit einem sehr 


1) Diese Zeitschr. 41, 461 (1912). 

*) Ebendaselbst 70, 368, 1915 

3) Ebendaselbst 80, 187. 1917. 

‘) Proteins usw., New York 1922. 

5) Vgl. die Darstellung Paulis in Fortschr. d. naturw. Forschung 4. 


223, 1912. 
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geringfiigigen Anteil von unzerlegtem Proteinsalz zur Untersuchung 
gelangte. Wie wenig wahrscheinlich es jedoch ist, daB diese Bei- 
mengung von Proteinsalz die Ergebnisse grundsiitzlich beeinfluBt ist. 
das zeigt der Nachweis'), daB ein und dasselbe durch Dialyse hoch- 
gereinigte Protein (Albumin, Glutin) sowohl eine Aufnahme von Chlor- 
ionen aus KCl*) als auch von Silberionen®) aus Ag NO, mittels potentio- 
metrischer Methoden erkennen laBt und daB diese Aufnahme in aqui- 
valenten Mengen erfolgt. Dieses Verhalten wiirde mit chemischen 
Erfahrungen von P. Pfeiffer’) im Einklang sein, der Verbindungen 
einfacher Aminoséiuren mit Neutralsalzen darstellen konnte. 

Durch die seit Jahren am Institut geiibte Reinigung von Kolloiden, 
insbesondere von EiweiBkérpern durch Elektrodialyse, ist es leicht 
méglich, EiweiBkérper zuverlissig frei von Proteinsalz lediglich in 
Form des reinen Proteins herzustellen. Wir wissen es gerade durch 
Untersuchungen solcher reinster Proteine, daB dieselben im allgemeinen 
in der Lésung nicht in einem einheitlichen, sondern in verschiedenen, 
miteinander assoziierten und im Gleichgewicht stehenden Molekiil- 
arten (Anionen, Zwitterionen, Neutralteile) vorliegen und daB ferner 
der EinfluB der Luftkohlensiure auf Eiwei8 kaum auszuschalten ist. 
Doch die Bedingung héchster Reinheit der Proteine fiir ihre Unter- 
suchung, insbesondere die Vermeidung merklicher Mengen von Alkali 
oder Saureprotein, deckt sich durchaus nicht mit der Notwendigkeit 
einer isoelektrischen Reaktion (J. Loeb), die — und zwar nur fiir Puffer- 
lésungen — lediglich ein bestimmtes Verhiltnis des neutralen zum 
ionischen EiweiB, bzw. der entgegengesetzten ionischen Proteinanteile 
zueinander, festlegt. 

Die Gewinnung hochgereinigter, wasserléslicher Proteine mittels 
Elektrodialyse wurde unter anderem zur Veranlassung, ihre Beziehungen 
zu Salzen einer umfassenden Neuuntersuchung zu unterziehen. Im 
folgenden soll iiber solehe Versuche an Zinkchlorid mit Serum- und 
Ovalbumin sowie Glutin berichtet werden. Zum Vergleich des Ver- 
haltens von reinem Salz und seiner Kombination mit Proteinen war 
vorerst eine physikalisch-chemische Priifung des Zinkchlorids im unter- 
suchten Konzentrationsbereich und eine entsprechende Erganzung der 
bisher dariiber vorliegenden Daten notwendig. 


Il. Physikaliseh-chemische Untersuchung des Zn(Cl,. 
Analyse des Salzes. Zur Verwendung gelangte ein Mercksches 
Priparat (puriss. pro anal.), von dem eine konzentrierte Lésung her- 
gestellt wurde (ungeféhr 2n). Das ausfallende basische Salz wurde 


') Pauli und Flecker, |.c. — *) Pauli und Oryng, l.c. — *%) Pauli 
und Matula, l.c. — *) Organische Molekiilverbindungen 106, Stuttgart 
1922; daselbst Literatur. 
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abfiltriert. Bei der weiteren Verdiinnung dieses Filtrats war das Fort- 
schreiten der Hydrolyse nur mehr gering, was sich schon an der gering- 
fiigigen Menge basischen Salzes zeigte, das beim Herstellen einer n/10 
Stammlésung auftrat. Sie wurde als Ausgangslésung fiir alle weiteren 
Versuche benutzt und daher einer quantitativen Bestimmung unterzogen. 

Das Zink wurde mit Na,CO, gefallt und der Niederschlag so lange 
am Filter ausgewaschen, bis beim Verdampfen des Filtrats kein Riickstand 
mehr hinterblieb (2 Stunden). Hierauf wurde gegliiht and als ZnO gewogen. 
Im Filtrat wurde das Chlor gravimetrisch als AgCl im Gooch-Neubauer- 
Tiegel bestimmt. Die Analyse der Standardlésung ergab fiir Chlor 0,1161 g 
Mole im Liter. Der Zn-Wert bleibt etwas gegen das C] zuriick. Den Kon- 
zentrationsdaten legten wir stets den gravimetrisch bestimmten Chlorgehalt 
zugrunde. 

Es wurde eine noch verdiinntere Salzlésung hergestellt und quantitativ 
analysiert. Sie ergab fiir Zn 0,014394 n, fiir Cl 0,014426 n. Die Normalitat 
der hier noch vorhandenen H Cl wiirde unter Vernachilissigung eines Analysen - 
fehlers 32. 10-° betragen. Wie die potentiometrischen Messungen direkt 
zeigen, ist sie aber noch geringer (4,35. 10-6). Die Hydrolyse ware im 
Héchstfalle 0,2 Proz. Man sieht daraus schon, daB namentlich in den Ver- 
diinnungen, die hier untersucht wurden zwischen 5. 10-2 bis 5. 10-3 
die Hydrolyse nur einen kleinen Korrekturfehler bilden wird. Aus der 
Literatur (Abegg, Handb. d. Chem. 11, 2) konnte man fiir eine Liésung von 
7,4. 10-3n eine Hydrolyse von 0,12 Proz. entnehmen, was unseren Werten 
nicht widerspricht. Auch K. Drucker") stellte potentiometrisch in der 
Konzentration 25. 10—2n eine vernachlassigbare Hydrolyse beim Zn, fest. 

Leitfahigkeit. Vor allem wichtig fiir den von uns angestrebten 
Vergleich von Salz mit und ohne Eiwei8 war die Priifung der spezifischen 
Leitfahigkeit. Von der Stammlésung wurden durch genaues Verdiinnen 
eine Reihe analytisch definierter Lésungen zwischen 5.10~? und 
|. 1073n hergestellt und deren spezifische Leitfihigkeit bei 25°C ge- 
messen. Man beobachtete Konstanz der Resultate und konnte auch 
nach lingerem (eine Stunde) Stehenlassen im LeitfaihigkeitsgefiB mit 
platinierten Elektroden keine Anderung wahrnehmen. Die Bestandig- 
keit der Lésungen nach laingeren Zeiten wurde gleichfalls nachgepriift. 
So zeigte die zweite Stammlésung (n = 0.014426) folgende Daten: 

Tabelle J. 


K (23. V. 1923) K (23. VI. 1923) K (5. V. 1924) 





400 5,85 . 10-4 15,88 . 10-4 — 
500 é . 10-4 15,91 . 10-4 15,95 . 10-4 
600 89. 10-4 15,88 . 10-4 15,92 . 10-4 
700 _ 15,94. 10-4 
Die Anderung ist innerhalb des Zeitraumes eines Jahres auBer 
ordentlich gering und fiir unsere Versuche vdllig belanglos. 
Gefunden wurden bei Verdiinnungen folgende Werte, wobei in 
der Tabelle I] n die analytisch gefundene Normalitat des Salzes, K die 


') Zeitsehr. f. Elektrochem. U8, 241; 19, 798. 
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korrigierte spezifische Leitfahigkeit nach Abzug des Wasserwertes, 
A die molekulare Leitfaihigkeit bedeuten. 


Tabelle 11. (Abb. 1.) 





58,05. : 5,79 . 189.6 
38,7. : 4,00 . : 206,8 
29 ; : 3,06. : 211 
19.35 .10-: 2,107 . 10—- 217,8 
14.51. : 1,61 .10-- 222 
14.42 . J 159 .10- 222,2 
9,675 . 1,105. 10-5 228 
7,256 . 841 .10- 231.8 
5,805. 6,786 . 234 
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Abb. 1. Spezifische Leitfahigkeit von ZnCl, 
O Druckers Werte. @ Eigene Werte. 


Zum Vergleich seien noch die in unseren Konzentrationsbereich 
fallenden, sehr sorgfiltig gemessenen Werte K. Druckers angefiihrt, 
die auf 25° umgerechnet wurden. Noch besser ersieht man die Uberein- 
stimmung der Messungen aus Abb. 1, welche aus den Druckerschen 
Werten gezeichnet wurde und in die dann die eigenen Werte ein- 
getragen wurden. 


Tabelle 111. (Abb. 1.) 





"Cc Kt 


713 .10-5 } : d 17) 
50.9 .10—-3 ‘ 5,09 . 10- 175.5 
30,54 . 10-3 ; 18. 183 
23,82 . 10-3 ‘ ; : 185.9 
10,74, 10-3 : 196.1 
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Durch graphische Extrapolation der molekularen Leitfahigkeiten 
erhalt man den Wert = 260,5 wahrend Drucker auf Grund seiner 
Uberfiihrungszahlen 254 angibt. Wenn man aber aus der spiter er- 
mittelten Cl- und H-lonenaktivitat (s. unten) die Zinkionenbeweglichkeit 
(Uz_ = 55,104) und daraus die molekulare Grenzleitfahigkeit berechnet, 
so erhalt man 260,304, also einen Wert, der mit dem von uns durch 
Extrapolation gefundenen sehr gut tibereinstimmt. 

H-lonenmessungen. Die H-lonen wurden nach der Poggendor/schen 
Kompensationsmethode in der im Institut iiblichen und _ beschriebenen 
Weise gemessen. Als Ableitungselektrode wurde eine Kalomelelektrode 
(mit In KC) gefillt) verwendet, als Normalelement diente ein geeichtes 
Westonelement. Die H-Elektrode hatte die von Wo. Pauli eingefiihrte 
Form und wurde mit elektrolytisch entwickeltem Wasserstoff unter wieder 
holtem Rotieren gesattigt. CGemessen wurde so lange, bis die aufeinander 
folgenden Werte gleich waren. Die Anordnung wurde mittels der 
Sodrensenschen Standardlésung kontrolliert. 

In allen untersuchten Fallen war die H-lonenkonzentration sehr 


gering. 


Tabelle 1V. 





H ‘H 


58,05 . 10-3 5,07 . 10 9,675 . 10-3 3.43 . 10 
38,7 .10-—3 5,74 . 10 7,256 . 10—: 2,88 . 10- 
29 .10-3 5,30 . 10- 5,805 . 10-- 3,28 . 10 
19,35 . 10-3 3,86 . 10-6 4.838 .10-: 2.50. 10- 
14,51 . 10-3 4,02 . 10 2,90 .10-; 19 .10 
14.42. 10-3 4.35.10 2,32 .10 a 





Cl-lonenmessungen. Zur potentiometrischen Messung der Chlorionen 
wurde eine kleine Kalomelelektrode verwendet. Sie war mit Hg und Kalomel 
paste, die mit der dariiber stehenden Untersuchungslésung gut ins Gleich- 
gewicht gebracht worden war, gefiillt. Die Bezugselektrode und die zu 
messende Kalomelelektrode wurden, wie am Institut bei Cl-lonenmessungen 
iiblich, nicht mit gesattigter KCl-Lésung, sondern durch eine isophoretische 
Lésung (4n) von NH,NO, und NaNO, als Zwischenfliissigkeit verbunden. 
Die Apparatur wurde durch wéchentliche Kontrollmessung mit 0,01 n KCI 
nachgepriift, welche mindestens den Wert 9,2. 10-3n Cl ergeben muBte 
(theoretischer Wert 9,4 . 10-3). 

Die Messung der Lésungen wurde das erstemal 2 Stunden nach 
Fiillung der Elektrode vorgenommen. Die weiteren Messungen erfolgten 
in Zwischenraumen von |', bis 2 Stunden. Derart konnten vier bis 
fiinf Messungen notiert werden, die im Durchschnitt bis 8 mm auf der 
zehnfach verlingerten MeBbriicke schwankten. Bei der Anordnung 
mit den Widerstandskisten und dem _ Vorschaltwiderstand nach 
Michaelis betrugen die Schwankungen 0,5 bis 1.5 Millivolt. Aus den 


Genauigkeitsgrenzen der potentiometrischen MeBbarkeit der Cl-lonen 
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ergibt sich, daB die unter Benutzung dieser Deten spiter ermittelte 
Beweglichkeit der Zinkionen nicht genauer als auf 5 Proz. bestimmt 
werden konnte. Man stellte Messungsreihen fiir je eine Lésung in 
mehreren Elektroden auf; meistens wurden zugleich drei Elektroden 
genommen, bei gr6éBeren Schwankungen auch vier. Aus den gefundenen 
Resultaten wurde das Mittel genommen. 


Tabelle V. (Abb. 2.) 





« 
‘Cl 
Proz 


58,05 . 10-3 43,7 .10-3 : 75,27 F 
38,7 .10-3 30.6 .10 79.07 55.45 
29.03 . 10-3 23.5 .10 80.95 54.638 
19,35 .10-—3 16.2 .10 83,72 54,75 
1451 .10 3 124 .10 85,46 54.53 
14,42 . 10-3 123 .10 85,3 54.07 
9,675 . 10-3 84 .10- 86,82 56,20 
7,256 . 10-3 644.10 88.75 55,39 
5,805 . 10-3 5.16.10 88.89 56.10 
4.838 . 10-3 4.44. 10- 91,77 53,16 
2,903.10-3 | 2,64. 10 90,94 55.60 
2,32 .10-3 2.16.10 93,02 54,09 


CC) = Potentiometrische Cl-lonen, « = Al:tivitatsgrad, 2 = Elektromotorische Kraft in Millivolt, 


wwe www w www w 


Zum Vergleich seien noch die bei 18° gemessenen Druckerschen 
Cc -Daten angefiihrt (s. Tabelle VI), aus denen die Kurve (Abb. 2) ge- 
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zeichnet wurde, in die wir die eigenen Werte eintrugen. Die Uberein- 
stimmung ist eine durchaus befriedigende. 

Berechnung der dquivalenten Beweglichkeit u. Die letzte Reihe der 
Tabelle V gibt die iquivalente Beweglichkeit des Zinkions an, die aus 
der nachstehenden Formel unter Beriicksichtigung der H-lonen- 
aktivitét berechnet wurde. 


K .10° = Cq..0q + Cy. wy + (Co — Cu) Uz 
K .10° — Cg vq — Cy uy 
UZn = i 
Co — Cu 


In dieser Formel bedeutet : K = spezifische Leitfahigkeit, vq, = Be- 
weglichkeit des Cl-lons = 75,2, uy = Beweglichkeit des H-lons = 350 
uz, = Beweglichkeit des Zn-lons. Samtliche Werte bei 25°C. 

Die Beweglichkeit zeigte keinen Gang mit der Konzentration und 
schwankte um den Wert 55,104. Diese Zahl gibt, auf 18° umgerechnet 
48,3. Die Umrechnung wurde vorgenommen unter der Annahme. 
daB sich die Beweglichkeit des Zn-lons pro Grad um 2 Proz. andert. 
Von Kohlrausch wurde als Beweglichkeit die allerdings niedrigere Zahl 
uz, = 46 gefunden. Es kénnte indes der benutzte Temperaturkoeffizient 
um einige Prozente zu niedrig sein, aber dessen nahere Bestimmung 
lag nicht im Rahmen dieser Versuche. Drucker hat seine elektro- 
chemischen Untersuchungen am ZnCl, in einem konzentrierteren 
Gebiete angestellt. Wahrend er aus seinen Uberfiihrungsversuchen 
nach der Hittorfschen Methode, die nur in konzentrierteren Lésungen 
anwendbar ist, fiir wu bei 18° viel niedrigere Zahlen, im Mittel 41,8. 
erhalt, ergeben sich den unseren gleiche Werte, wenn man obige Forme! 
auch auf seine Messungsresultate anwendet. In Tabelle VII sind die 
drei verdiinntesten Lésungen, mit denen er gearbeitet hat, angegeben. 
die Leitfihigkeit auf 25°C umgerechnet und die Beweglichkeit unter 
Benutzung der potentiometrisch bestimmten Chlorionen abgeleitet. 


Tabelle VI. (Abb. 2.) 





x 25° « 


Cr 
u Proz. 


0,02 16,6 . 10-3 2,14 .10—3 83 54 
0,04 31,7. 10-3 4,11 .10-3 79,25 54,39 
0,06 45 .10-3 5,940 . 10-3 75 57 


Im Mittel ergibt sich als Beweglichkeit u = 55,15, also eine sehr 
gute Ubereinstimmung mit unserem Wert 55,10. Die Bestimmung 
dieses Wertes ist, wie sich zeigen wird, fiir die folgenden Untersuchungen 
am Eiwei8 von groSer Bedeutung. 
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II. Physikalisch-chemische Untersuchung von ZnCl, und Seralbumin. 


Herstellung des Seralbumins. Ais Ausgangsmaterial diente ein 
bereits dialysiertes Pferdeserum, das schon fast ein Jahr im Institut 
unter Toluol aufbewahrt war. Dieses Praiparat wurde weiter gereinigt. 
indem man es mit — bis zum Verschwinden der Cl-Reaktion — 
gewaschener Lindenkohle schiittelte. Dadurch konnte die urspriinglich 
starke Firbung der Fliissigkeit bedeutend aufgehellt werden. Dieses 
weingelbe, klare Serum wurde einer Elektrodialyse im Paulischen 
Apparat unterzogen, wobei noch Reste von wasserunléslichem Globulin 
ausfielen. Mit dem Fortschreiten der Reinheit des Serums wurde auch 
die Stromspannung gesteigert. Eine auftretende Temperaturerhéhung — 
Seralbumin koaguliert bei 51° — wurde durch vorgeschaltete Wider- 
stinde vermieden. und schlieBlich konnte direkt mit einer Spannung 
von 440 Volt gearbeitet werden. Die Dauer der Elektrodialyse betrug 
4 Tage. Hierauf wurde das EiweiB aus dem Apparat genommen, noch- 
mals filtriert, um es von jeder Spur aufgewirbelten Globulins zu be- 
freien, und unter Toluol sorgfaltig aufbewahrt. Die Leitfihigkeit war 
wihrend der Dialyse auf 11,8 . 10~° gefallen, stieg nach der Entnahme 
auf 31.6.10~° und behielt diesen Wert, der dem Gleichgewicht mit 
der Luftkohlenséure entsprach!). Bei Messung des reinen Albumins 
in der Kalomelelektrode fand sich Cp = 3.1. 10~*, entsprechend der 
Reaktion mit HgCl., Sein Trockengehalt betrug 1,63 Proz. Es erwies 
sich vollstaindig globulinfrei. 

Spezifische Leitfahigkeit. Es wurden zwei verschiedene Albumin- 
konzentrationen in sechs verschiedenen Salzkonzentrationen untersucht. 
Die Lésungen der Kombinationen wurden in Jenaer Kélbchen bereitet 
und, wenn sie nicht sofort verwendet wurden, mit Toluol tiberschichtet. 
Die einzelnen Mischungen wurden mindestens doppelt hergestellt und 
ihre Leitfahigkeit gemessen. Es war zuniichst von Interesse zu priifen, 
ob die etwaige Wechselwirkung des ZnCl, mit dem Albumin eine merk- 
liche Zeit brauche. Eine Kombination von 0,8 Proz. Albumin mit 
Salz von n = 58.10~3 wurde bereitet und die Leitfihigkeit gleich 
nach dem Zusammenmischen, nach 8 und nach 24 Stunden gemessen. 


Tabelle VII. 





A von ZnCl, rein K gleich nach Mischen K nach 8 Stunden K nach 24 Stunden 


5,79 . 10-3 5,72 . 10—3 5,55 . 10—-3 5,56 . 10-3 


Es zeigt sich also, daB sofort nach dem Mischen die Wechselwirkung 
von Salz und Ejiwei8 schon eingeleitet ist, aber erst nach 8 Stunden 


1) Pawli, Akademischer Anzeiger, 25. Januar 1923, und vorhergehende 
Mitteilung dieser Reihe. 
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als beendet angesehen werden kann. Es wurden daher die Leitfahigkeits- 
messungen mit nicht unter 8 Stunden alten Lésungen gemacht. 


Tabelle VIII. (Abb. 3.) 





Leittahigkeitsabnahme Ki_,gl 


Kl (2n Cl, + Alb) 
absolut in Proz. 


-I 
A 
Alb. (Zn Cle) — 


p unkorr. korr. unkorr. korr. unkorr.| korr. 
roz. 


10-308 5,79 .10-3 555 .10-3 10-3.5,53 2 
.10-3}08 1,61 .1073 1,54 .10-3 10-3. 1,52 ; 87 .10-5! 435 | 54 
10-3) 1086/4 .10-338 .10-3)10—3.3,78 ; 2,22 . 10 5 5.5 
. 10— 9} 1,086 | 2,107 . 10-3 1,99 . 10-3) 10-3 . 1,97 1,87 . 10 5.473 6,63 
.10— 3) 1,086 | 1,105 . 104 1,042 . 10-3) 10-3. 1,02 63 .10-5 185 .10-5 5,70 | 7,68 
.10—3) 1,086/5,71 . 10-4540 .10—4) 10-4. 5,18 | 3,08. 10-5 5,28. 10 5,40 | 9.24 


57 . 10 414 44 


7 
2. 


Beim Vergleich der Leitfahigkeiten von Salz-Albuminmischungen 
wire fiir die Eigenleitfahigkeit des Seralbumins eine Korrektur ein- 
zufiihren, deren genauer Wert derzeit kaum bestimmbar ist. Nach den 
Untersuchungen von Pauli und Adolf*) setzt sich nimlich die Eigen- 
leitfahigkeit reinster, an der Luft gestandener Albuminlésungen aus 
zwei Anteilen zusammen. Der eine Anteil ist durch eine H-Ionen- 
dissoziation unter Bildung negativer EiweiBionen nach dem Schema 


NH,RCOOH > NH,RCOO +H 


bestimmt. Der zweite Anteil hangt mit der CO,-Aufnahme durch 
das Albumin zusammen und diirfte nach der Ansicht Paulis der inneren 
Ionisation eines Bimolekiils entstammen. Man kénnte dafiir die 
Heichung aufstellen : 


2NH,RCOOH + H + HCO; = COOH.R.NH; + NH,RCOOH 
.COO- + H,0, 

die der Dissoziation eines carbaminsauren Ammoniums entsprechen 
wiirde?). Neben diesen leitenden Anteilen kénnten noch an der Leit- 
fahigkeit unbeteiligte Zwitterionen, deren Bedeutung fiir die Amino- 
siuren neuerdings durch N. Bjerrum*) in den Vordergrund geriickt 
worden ist, und schlieBlich durch innere Absittigung der sauren und 
basischen Valenzen gebildete Neutralteile am Gleichgewicht in der 
Lésung mitwirken. 

Finde keinerlei Wechselwirkung zwischen ZnCl, und Seralbumin statt, 
so wiire bei den hier gegebenen Verdiinnungen im wesentlichen algebraische 
Summierung der Leitfihigkeiten bei ihrer Mischung zu erwarten. Bezieht 
man jedoch die gefundene, unterhalb der des reinen Salzes liegende Leit- 

1) Vgl. diese Zeitschr. 152, 360, 1924. 

*) Eine physikalisch-chemisch besser ansprechende Méglichkeit wird 
weiter unten erértert werden. 

8) Zeitschr. f. physikal. Chem. 104, 147, 1923. 

Biochemische Zeitschrift Band 153. 
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fahigkeit der Kombination auf die Summe der Leitfahigkeiten der Salz- 
lésung und des Albumins, so kommt man zu einer stirkeren Leitfaihigkeits- 
abnahme, also auch Bindung oder sonstigem Verschwinden von Ionen, 
als wenn man auf das reine Salz bezieht. Die ersteren korrigierten Werte 
wiirden jedoch nur dann gelten, wenn die ionischen Anteile der reinen 
EiweiBlésung bei der Reaktion mit ZnCl, und Seralbumin absolut ungeindert 
blieben. Das ist jedoch wenig wahrscheinlich, ebenso wie die Annahme, daB 
das ZnCl, nur mit dem restlichen neutralen oder zwitterionischen EiweiB- 
anteil in Reaktion tritt. Es wiirde sich also eine mehr oder minder groBe 
Uberkorrektur ergeben. Andererseits wird man auch nicht voraussetzen 
diirfen, daB die Reaktion mit dem ZnCl, die urspriinglichen Ionisations- 
verhiltnisse, auf denen die Eigenleitfihigkeit des Albumins beruht, so 
restlos aufhebt, daB diese nicht wenigstens zu einem Bruchteil in Betracht 
kimen. Es ist somit zu erwarten, daB die Endleitfahigkeit der Kombination 
KZnCi, + Alb. einer schwicheren Salzbildung entspricht als (Kz_ci, + Kat.) 
—Kznci, + Alb, und einer staérkeren Salzbindung als der Differenz Kz), 
-KZaCi, + Alb. 

Fiir gréBere Salzkonzentrationen macht die Uberkorrektur im ersten 
Falle wenig Unterschied, sie kénnte aber in niedrigeren Salzkonzentrationen 
merklich werden. Wir haben unter diesen Umstiinden fiir die Leitfahigkeit 
der EiweiBsalzgemische sowohl korrigierte als auch unkorrigierte — nur den 
Unterschied der Leitfahigkeit gegen das reine Salz beriicksichtigende 
Werte berechnet und beide Fille verglichen. Viele wichtige GesetzmaBig- 
keiten treten an den korrigierten wie den unkorrigierten Reihen deutlich 
hervor. Zur Korrigierung der Leitfahigkeit wurde bei 0,8proz. Albumin 
der Wert 1,73. 10-5, beim 1,086proz. Albumin 2,2. 10—5 abgezogen. Gegen 
die unkorrigierten Werte spricht wohl das vollstaéndige abnormale, allen 
Erfahrungen widersprechende Verhalten derselben, daB dann bei gleichem 
EiweiBgehalt aus niedrigeren Salzkonzentrationen eine geringere relative 
Ionenbindung stattfinden wiirde, als aus mittleren, wobei die Bindung 
durch ein Maximum geht. Hingegen zeigen die korrigierten Werte das zu 
erwartende Ergebnis, naimlich relative Mehrbindung aus niedrigeren Salz- 
konzentrationen. Ferner darf man nach dem Massenwirkungsgesetz er- 
warten, daB in niedrigeren Salzkonzentrationen das Gleichgewicht der 

Molekiilarten des EiweiBes weniger ge- 





ns andert wird, als in hohen. Wahrscheinlich 
i \ diirften also in héheren Salzkonzentrationen 
Pe \ Adi a 2 _| -}-@ (iibrigens nicht stark abweichenden) un- 
r wa | korrigierten Werte bei der Berechnung der 
“A Leitfahigkeitsinderung in der Salzeiweif- 

i ge pee 2 —<=.[> | kombination besser die wahren Verhilt- 


nisse zum Ausdruck bringen, in niedrigeren 
dagegen die Beriicksichtigung der Eigenleit- 
fahigkeit des Albumins ein richtigeres Bild 

















Pee | liefern. 

pt | L In bezug auf die Leitfihigkeits- 
_. | 4" 4) abnahme des ZnCl, durch EiweiSzusatz, 

0 7 2 3 4 - ; ale ; " 

ihre relative Verminderung mit steigen- 

der Salzkonzentration und ihre GréBen- 

ordnung besteht weitgehende Analogie mit Erfahrungen von Pauli und 

Matula (\. c.) an Proteinkombinationen mit AgNQO,. Die absolute (1) 


Abb. 3. 























Elektrolytfreie, wasserlésliche Proteine. IIT. 263 


und die prozentische (II) Leitfahigkeitsabnahme ist in Abb.3 dargestellt. 
Weitere SchluBfolgerungen, als daB etwas itiber 2,42.10~*n Salz pro 
Gramm EiweiB verschwinden miissen, um die Abnahme der Leit- 
fahigkeit zu erklaren, lassen sich zunichst nicht ziehen, da, wie die 
folgenden Versuche zeigen, die Reaktion des EiweiBes mit dem Salz 
eine recht zusammengesetzte ist. 

H-Ionenmessung. Die H-lonen wurden nicht weiter in Serien 
untersucht, da sie im Salz wie auch im Serum in der GréBenordnung 10~-° 
auftraten. Eine mit 19,35.10~4n ZnCl, und 1,086 Proz. Albumin 
unternommene potentiometrische Messung zeigte, daB die H-Ionen 
durch EiweiBzusatz anscheinend etwas erniedrigt werden gegeniiber 
den H-Ionen des reinen Salzes. Da aber die Konzentration der letzteren 
5.10-°n nicht itiberschreitet, so tritt ihr EinfluB ganz zuriick neben 
dem der Zn- und Cl-Ionen (in der GréBenordnung 10~7 und 10~? n). 


Cl-Ionenmessung. Das Verhalten der Cl-lonen wurde sehr genau 
gepriift, wobei man sich méglichst an die Bedingungen der Messung 
im reinen Salz hielt. Es wurde gleichzeitig immer das reine Salz ge- 
messen. Die Werte wurden gut reproduzierbar gefunden, auch sind 
sie alle Mittel von Serienmessungen. Die Cl-lonen, die man im reinen 
Albumin findet, riihren, wie schon Pauli und Oryng ausfiihren, von der 
Bildung einer komplexen Mercurosalzalbuminverbindung aus dem 
Kalomel der Elektrode her. Unter Beriicksichtigung dieser Verhaltnisse 
miBte man eine entsprechende Korrektur anbringen. Da jedoch das 

















ZnCl, in einer ganz anderen (100- bis - 
1000mal héheren) GréBenordnung vor- XY | | 

liegt als das geléste Kalomel, haben wir << t t 

es vorgezogen, die Korrektur zu unter- J | Wr | 
lassen!). Ubrigens weisen die Resul-  30}——+——+—>_—+ 
tate, ob man korrigiert oder nicht, ' i. 

in die gleiche Richtung. In der vor- 2 T To 
letzten Rubrik der Tabelle erscheint 

das gebundene Cl. Dieses wurde be- “” | t 
rechnet, indem man die Cl-Ionen in | | 

der Kombination (C") von den Cl-Ionen */ 77 t— ene 
im reinen Salz (C') abzog und unter 110° nl 
der Annahme, daB sich in beiden Fallen 9 2 , -™ 5 


der Aktivitatsgrad nicht wesentlich Abb. 4. 


verandert habe, durch den Aktivitétsgrad des reinen Salzes dividierte. 
Die letzte Rubrik enthalt das gebundene Cl in Prozenten der Norma- 
litat des Salzes. Die Ergebnisse sind in Abb. 4 (I und II) dargestellt. 





1) Naihere Untersuchungen dieser Verhaltnisse von Pauli und Modern, 
die in dieser Reihe erscheinen, sprechen ganz in diesem Sinne. 


18* 
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Tabelle 1X. 
: - Gebundenes Cl 
mC Albumin | c Re ae eo 
- or cl_ cll in Proz. 
Proz. | | @ 
58,05 .10-3 08 | 43,7 .10-3 41,2 .10-3 3,32.10—3 5,7 
14,51 .10-3 0,8 124 .10-3 108 .10-3) 187.10—3 12,9 
38,7 .10-3 1,086 306 .10-3 281 .10-3 3,15.10—3 8,17 


19,35 .10—3 1086 | 16,2 .10-3 142 .10-3  239.10—3 12,44 
9,675 . 10-3 1,086 84 .10-3/ 7,11.10—-3) 1,49.10—3 15,3 
484 .10—3 1,086 444.10-3  3,68.10-3 8,28.10-4 17,12 


Die Versuche zeigen folgendes: 

1. Bei gleichem Albumingehalt nimmt mit abnehmender Salz- 
konzentration die gebundene Cl-Menge absolut ab, aber relativ wird 
sie gréBer, die Bindung des Cl in den niederen Konzentrationen betrifft 
einen gréBeren Bruchteil der Gesamtchlormenge. Die Bindung strebt 
zugleich einem Maximum zu, das, wie Abb. 4 (I) zeigt, fiir 1 Proz. 
Albumin in 0,058n ZnCl, nahezu erreicht ist. Graphisch bestimmt 
sich dieses Maximum pro Gramm Albumin mit etwa 3,7.10~*n Cl. 
Dies ist weniger, als Oryng und Pauli fir das Bindungsmaximum in 
KCl finden, das sie zu 5.10~*n berechnen, aber jedenfalls ist es in 
dieser GréBenordnung und weicht durchaus von den von Pauli und 
Flecker gefundenen Werten in Fe, Cr und UO,-Salzlésungen ab, die 
infolge der Bildung héherer Komplexsalze bei 16 . 10—4 n liegen. Wenn 
beim ZnCl, etwas mehr Cl frei bleibt als beim KCl, so ist wieder zu 
bedenken, daB hier zugleich ein zweiwertiges Metallion mit dem Eiwei8 
in Reaktion tritt, was nach verschiedenen Erfahrungen ein Ubergewicht 
der Metallionenbindung bewirken kann. Schon diese GréBenordnung 
der Ionenbindung spricht dafiir, daB das Zn-Salz ahnlich wie Ag- und 
Alkalisalz mit dem Albumin reagieren wird und nicht nach dem Typus 
der Fe-, Cr-, UO,- usw. Salze. Andere Anhaltspunkte dafiir werden 
sich noch spiter, namentlich bei den Flockungen, zeigen. Die Messung 
der Cl-Ionen zeigt ferner an, daB von denselben allein nahezu doppelt 
so viel gebunden werden als von der Leitfahigkeitsmessung angezeigt 
wird, ein wichtiger Hinweis auf die, wie wir noch sehen werden, ander- 
weitig nahegelegte Méglichkeit, daB von dem gebundenen Ionenmaterial 
ein betrachtlicher Anteil in anderer Form an der Stromleitung teilnimmt. 

2. Bei gleicher Salzmenge nimmt mit steigendem EiweiBgehalt die 
Cl-Bindung absolut zu, aber nicht proportional der Steigerung des 
Albumingehalts, sondern sie bleibt in den weniger konzentrierten 
Lésungen betrichtlich gegen den linearen Anstieg zuriick. 

Beweglichkeit Uomp. Rechnet man unter der Annahme, da8 den 
aktiven Cl-Ionen ebensoviel positive Ionen entsprechen und diese beiden 
allein die Leitfahigkeit tragen, die Aquivalentbeweglichkeit des positiven 
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Anteils in der Art aus, wie dies bei dem reinen Salz fiir wz, geschehen 
ist, so erhalt man die folgenden Werte: 


Tabelle X. (Abb. 





Restleitfabigkeit (K MH _ 41M) 


Albumin | “Zn Ugomb. 
Proz. | absolut Proz 


. 10-3 08 57,25 59,10 3,75. 10-4 6,8 

145 .10-3 0,8 54,53 65,81 1,71.10—4 114 
38,7 .10—3 1,086 55,45 59,25 26 .10-4 6.8 
19,35 .10—3 1,086 54,78 63,39 [> .3-8 9,5 
9,765 . 10-3 1,086 56,20 68,26 13 .10-4 12,8 

484 .10-3 1,086 53,16 65,93 5,7 .10-5 11,2 


Die Tabelle X, besser noch die Kurve, zeigen einen mit ab- 
nehmendem Salzzusatz sich leicht erhebenden Verlauf von 1%... der 
bei einer gewissen Konzentration jah ansteigt und dann wieder abfallt. 
Dieser Anstieg zwischen 2. 10~? und 
8.10-4n ZnCl, ist um so bemerkens- = 
werter, als er, wie die spateren Ver- 
suche zeigen, mit einer Zone von 
‘Hemmung der Hitzekoagulation es 
Albumins zusammenfallt. Von Bedeu- 
tung sind hier die hohen Werte der 
scheinbaren Beweglichkeit 4.4. Da =<.) -. J-» — | Z| 
man nicht annehmen kann, daB ein l 

o4s rs ° 5 15 a5 3590 n 
positiv geladenes Zn-EiweiBion eine pr 
gréBere Beweglichkeit hat als das reine 
Zn-Ion, das keinen EiweiBkomplex mit zu bewegen braucht, so diirfte 
es sich hier um eine Ionenneubildung als Ursache der erhéhten Leit- 
fahigkeit handeln, auf die noch zuriickzukommen sein wird. 

Um zu einer Schitzung jenes Leitfahigkeitsanteils zu gelangen, 
der auf dieser Ionenvermehrung beruhen miiSte, kann man in der 
folgenden Weise vorgehen. Das den gemessenen Cl-Ionen entsprechende 
positive Ion kénnte héchstens die Beweglichkeit des Zn-lons (55 r. Q), 
wahrscheinlicher eine niedrigere haben. Setzen wir dieselbe mit 50 r. Q 
an, so ergibt dies eine Leitfaihigkeit K™, die, wie sich zeigte, unter 
dem gefundenen Leitfihigkeitsanteil K" liegt, und K" — K™ wirde 
uns dann den Leitfaihigkeitsanteil anzeigen, welcher auf jene lIonen 
zuriickgeht, die nicht einem Chlorid entstammen. Dieser Rest bildet 
selbst unter der Voraussetzung der eher zu hohen Beweglichkeit 50 
fiir das positive Zn-Albuminion einen nicht unerheblichen Bruchteil 
der Gesamtleitfahigkeit (!) der SalzeiweiBkombination, welcher im unter- 
suchten Konzentrationsbereich 6 bis 12 Proz. derselben ausmacht 
(Tabelle X). 




















266 W. Pauli u. M. Schén: 


Zur Bestimmung der Ladung des EiweiBes wurden in den ver- 
schiedenen Konzentrationen Uberfiihrungsversuche mit dem Pauli- 
Landsteinerschen Apparat gemacht. Der Apparat selbst ist schon 
in friiheren Arbeiten eingehend beschrieben worden. In den unteren 
Teil wurde die zu untersuchende Lésung gefillt und mit einer KCI- 
Lésung von gleicher oder etwas geringerer Leitfahigkeit tiberschichtet. 
Besondere Sorgfalt muBte beim Offnen der Hahne angewendet werden, 
da das Albumin leicht kleinste Toluoltrépfchen aufsteigen laBt, die 
etwas Lésung mitreiBen kénnen. Die Spannung betrug 35 bis 50 Volt, 
die Versuchsdauer 44 bis 1 Stunde, je nach der Leitfaihigkeit der Unter- 
suchungslésung. Nach Beendigung des Versuchs wurden je 2 ccm 
Lisung herausgenommen und durch Versetzen mit Sulfosalicylsiure 
auf ihren Albumingehalt gepriift. Man fand eine im Vergleich zu Saure- 
oder Alkalialbumin viel schwachere Wanderung, die bei der Konzen- 
tration ZnCl, = 19,35 . 10-3 n ihr Minimum erreicht und dann wieder 
etwas zunimmt. In allen Konzentrationen fanden wir kathodische 
Uberfiihrung, aber mit fallender Salzkonzentration zeigte sich auch an 
der Anode etwas Eiwei8, also merkliche anodische Wanderung. Bei 
etwas stirkerem Strom und langerer Dauer der Uberfiihrung konnte 
stets auf beiden Seiten EiweiB gefunden werden. Das EiweiB ist somit 
im’ allgemeinen tiberwiegend positiv aufgeladen, doch ist stets auch 
eine merkliche Menge negativen EiweiBes vorhanden. Letzteres wachst 
verhaltnismaBig gegen niedere Salzkonzentrationen, wahrend der 
positiv geladene Teil relativ abnimmt. 


Berechnet man, vom Maximum der Cl-Bindung (1 g Albumin 
bindet 3,7 . 10-4 n Cl) ausgehend, unter der Annahme, daB ein Molekiil 
ZnCl, mit einem Molekiil Albumin reagiert, das Molekulargewicht des 
Albumins, so gelangt man zu dem wohl zu niedrigen Wert 5345. Es 
diirften also mehrere Salzmolekiile auf eine EiweiBmolekel oder einen 
selbstaindigen EiweiBkomplex entfallen, wie dies schon in friheren 
Untersuchungen an Alkali- und Silbersalz angenommen worden ist 
(Pauli und Mitarbeiter, |. ¢.). 


Flockungen. Das Serumalbumin zeigte bei Zimmertemperatur erst 
in verhaltnismaBig hohen Konzentrationen der zugesetzten ZnCl,-Lésung 
eine Fallung. Unterhalb dieser Grenze findet bei Zimmertemperatur keine 
Flockung mehr statt. Es tritt also beim Zinkchlorid nur eine einzige Fallungs- 
zone auf, sowie bei gewissen Alkali- und auch Silbersalzen. Diese Flockung 
ist ebenso wie die Alkoholfallung, zum Unterschied von der Hitzegerinnung. 
mit der Verdiinnung reversibel. Untersucht man die Veriainderungen, die 
das Zn-Salzalbumin in der Hitze erfahrt, dann findet sich eine Zone be- 
trichtlich niedrigerer Salzkonzentration, in welcher Hemmung der Hitze- 
koagulation eintritt. Tabelle XI gibt Flockungsversuche an 0,8proz. Ser- 
albumin wieder. n bedeutet die Endnormalitaét des Salzes. 
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Tabelle XI. 





Zimmertemperatur In der Hitze i. Trubungspunkt 


feine Flockung — 
abges. Flockung — 
Opaleszenz voluminése Flockg. 
klar oe 

58 .10 abges. Flockung 
11,6. 10—-: klar 
58.10 a 
11,6. abges. Flockung 40° 
58 .10—5 
11,6. 10-5 52° 
58 .10-—6 53° 
11,6. 10-6 54° 
=. 55° 


Mit abnehmender Salzkonzentration zeigt sich also eine Verschiebung 
des ersten Triibungspunktes nach oben, schlieBlich sogar iiber den des 
reinen Seralbumins; denn dieses koaguliert bei 51°. Interessant war aber 
vor allem das Gebiet zwischen 58 . 10-3 und 11,6 . 10-3 n wegen des villigen 
Ausbleibens der Hitzekoagulation, und es wurde daher einer genauen 
Priifung unterzogen. In den folgenden Versuchen (Tabelle XIT) wurden 
die dort verzeichneten Lésungen 15 Minuten auf 98* erhitzt. 


‘ 


Tabelle XII. 


Hitzeflockung bei 0,8proz. Seralbumin. 





n Hitzeflockung n Hitzeflockung 


3 abges. Flockung 17 . 10-3 klar 

3 kraftige Triibung 58. 10-4 
. 10-3 leichte Triibung 46.10-4 

3 

3 


. 10 
. 10 


” 


5.10 Opaleszenz 35. 10-4 e 
. 10- klar 23 . 10-4 abges. Flockung 
. 10-3 4 12.10—4 . m 





Es tritt also zwischen 29. 10-3 und 3,5. 10-3n ZnCl, fiir 0,8proz. 
Albumin eine Hemmung der Hitzekoagulation auf. In diesem Gebiet 
fanden wir auch einen Anstieg des berechneten Beweglichkeitsrestes u und 
eine auffallend schwache positive, neben merklicher negativer Wanderung 
im Uberfiihrungsapparat. 


Um sich zu iiberzeugen, ob diese Hemmung der Hitzekoagulation auch 
in anderen Eiwei8konzentrationen stattfindet, muBte anderes Albumin 
verwendet werden, da das bisher untersuchte einen zu geringen Trocken- 
gehalt hatte. Es wurde daher ein erst kiirzlich im Institut elektrodialysiertes 
Serum von 7 Proz. Trockengehalt und einer spezifischen Leitfahigkeit 
2.8.10-4 an der Luft verwendet. Verschiedene Verdiinnungen dieses 
Serums geben folgende Resultate: 
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Tabelle XIII. 


Flockung bei Zimmertemperatur. 





1,75 proz. Seralbumin 0,875 proz. Seralbumin 0,44 proz. Seralbumin 


1,125 abges. Flockung voluminédseFlockg. starke Flockung 
1,01 . “ ‘ Ps = 

09 a - ‘ ” 

0,79 a < pa s 

0,67 ¥ 7 

0,56 schwach. Flockung a “ 
0,45 “ rs abges. Flockung 

0,34 a S . . 

0,23 zarte Flockung * " abges. Flockung 
0,11 klar klar schwache Flockung 
0,10 . . - 2 
0,09 ms - Triibung 

0,08 - - klar 

0,07 ss " 


Die obere Flockungszone ist bei diesem Seralbumin an der gleichen 
Stelle wie beim friiher verwendeten und verschiebt sich erst bei Verdiinnung 
auf das Vierfache etwas nach abwirts, von 0,1 n fiir das 1,75- bis 0.88 proz. 
Albumin auf 0,08 n fiir 0,44proz. Albumin. 

Eine Untersuchung der Hitzekoagulation und Bestimmung der ersten 
Triibung in denselben Eiwei8konzentrationen ergab nachstehendes Resultat: 


Tabelle XIV. 
Hitzeflockung. 





1,75 proz. Seralbumin 0,88 proz. Seralbumin 0,44 proz. Seralbumin 
1. Triibungs- 1. Tribungs« 1. Tribungs- 
punkt punkt punkt 


0.1125 Flockung 35° Flockung 38° — _ 
0,09 " 42° é 42° a 
0,067 . 49° h: 67° Flockung — 
0,045 “ iiber 80° schw. Triibung 80° - 56° 
0,0116 klar — klar —_ klar —_ 
58. 10— 4 starke Triibung 44° Triibung 70° schw. Triibung 40° 
11,6. 10— 4 Triitbg.u.Flockg. abges. Flockg. 40° schw. Flockg. 43° 
58. 10- 5 en ihe on 44° 


11,6. 10—5 abges. Flockg. ie —_ 45° 
.10—-©6 , ” — 49° 
116.10-6 , " -- a: 50° 
nd « 2 3 = a ve 51° 

. 53° abges. Flockg. §2° 


In allen drei Konzentrationen zeigt sich also ein Ansteigen des ersten 
Triibungspunktes bis zur Salznormalitét 11,6. 10-3, in welcher ittberal] 
Hemmung der Hiteekoagulation auftritt. Knapp darunter fallt der erste 
Triibungspunkt selbst bis auf 40° und steigt von da ab allmahlich bis zu dem 
fiir reines Albumin bestimmten Wert. Unterhalb 0,05 n iibt also ZnCl, auf 
das Albumin eine koagulationshemmende Wirkung aus, die ihr Maximum 
bei 11,6. 10-3 erreicht und von da ab wieder schwicher wird, oberhalb 
0,05 n begiinstigt ZnCl, die Koagulation von Albumin. 
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Es handelte sich weiter darum, genaueren Einblick in das Verhalten 
des Gemisches in der Gegend der Salzkonzentration 11,6. 10-3 zu gewinnen. 
Zu dem Zwecke wurde eine Reihe untersucht, die dieses Gebiet besser erfaBt. 


Tabelle XV. 
Hitzeflockung. 





n 1,75 proz. Seralbumin 0,88 proz. Seralbumin 0,44 proz. Seralbumin 


58 . 10—3 triib triib Opaleszenz 
§2. 10-3 2 Opaleszenz 

46 . 10-3 % = ‘ 
41.10--3 Opaleszenz - " 

35. 10-3 - Ai klar 
29. 10-3 J nm 
23 . 10-3 - klar 4 
17. 10- klar ‘ s 


3 
12.10—3 Opaleszenz, $ t. 
6 3 Flockung triib Opaleszenz 


.10 


Das Gebiet der Koagulationshemmung breitet sich also mit Verdiinnung 
des Seralbumins aus. Es gilt folgende Zonenbildung dieser Hemmung: 
Fir 1,75 proz. Seralbumin 12 bis 23. 10-3 n, fiir 0,88proz. 6 bis 29. 10-3 n 
und fiir 0,44proz. 6 bis 41.10-3n ZnCl, Im Konzentrationsbereich 
der Tabelle XV wurde auch die Alkoholflockung untersucht. Die Empfind- 
lichkeit gegen Alkohol war sehr’ groB, gréBer als die des reinen Albumins. 
Man erhielt mit 30proz. Alkohol noch in allen Fallen Flockung. Erst mit 
4proz. Alkohol gelang es, eine fiir den Vergleich geniigend zarte Flockung 
zu erzielen. Hier zeigte sich bei 17. 10-3 ein Minimum der Flockung 

Es wurden schlieBlich auch noch mit diesem Albumin in den Liésungen 
n= 58. 10-3, 17.10-3 und 58.10-4 Uberfiihrungen vorgenommen. 
Man fand bei 50 Volt Spannung und 1% Stunde Stromdurchgang das Eiweif 
an der Kathode, in der mittleren Konzentration war aber nur sehr wenig 
einsinnig wanderndes Eiwei8 nachzuweisen. 


IV. Physikalisch-chemische Untersuchung von ZnCl, und Glutin. 


Herstellung. Als Ausgangsmaterial wurde Gelatine (Marke Kupfer) 
verwendet. Anfinglich wurde sie gegen destillierendes Wasser dialysiert, 
wobei sie mit Chloroform unter- und Tcluol iiberschichtet war. In den ersten 
Tagen wurde das Wasser tiglich zweimal gewechselt, spiiter nur einmal. 
Nach 10 Tagen wurde die Gelatine abfiltriert, geschmolzen und bei 440 Volt 
elektrodialysiert. Nach 3 Tagen war die spezifische Leitfihigkeit auf 
1,1. 10-5n O. gesunken. Nach Entfernung aus dem Apparat stieg sie wieder 
auf 3,8. 10-5, welchen Wert sie konstant behielt. Die Messung der Chlor- 
ionen in der Gelatine ergab 2,81 . 10-4, ihr Trockengehalt war 4,68 Proz. 


Messung der Leitfahigkeit. Das Glutin war beschwerlicher zu hand- 
haben, weil die Stammlésung stets vorsichtig verfliissigt werden muBte. 
um eine Verdiinnung herzustellen und die ganz konzentrierten Kom- 
binationen gleichfalls recht zahfliissig waren. Es wurden zwei Reihen 
hergestellt, eine mit 2,34proz., die andere mit 1,56proz. Gelatine 
Auch hier zeigte sich zeitliche Konstanz der Leitfihigkeit. So gab 
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eine Lésung n = 38,67 . 10~9 ZnCl, und 2,34 Proz. Glutin Endkonzen- 
tration folgende Daten: 


Tabelle X V1. 





K von ZnCl, rein K 2 Std. nach Mischung A nach 12 Std. 
4.10-3 3,88 . 10-3 | 3,88.10-—3 


Fir die Leitfahigkeit des Gemisches wurden in den verschiedenen 
Salzkonzentrationen die untenstehenden Werte gefunden: 

K' bedeutet die spezifische Leitfahigkeit im reinen Salz, K" die 
des Gemisches nach Abzug der spezifischen Leitfahigkeit des reinen 
Glutins, wobei fiir 2,34 proz. Glutin 2. 10~>, fiir 1,56 proz. 1,47 . 10~° 
abgezogen wurde. K' — K" bedeutet demnach die absolute Leitfahig- 
keitsabnahme. Die letzte Kolonne driickt dieselbe in Prozenten aus: 


Tabelle XVII. (Abb. 6.) 





Glutin 
Proz. 


58,05 .10-3| 234 
1451 10-3, 234 
38,7 .10-3| 1,56 
19,35 . 10-3 1.56 
9,675 . 10-3 1156 
4,84 .10-3 1.56 


Kl Pall Ki_ «ll Proz. 


10-3 | 5,53 .10-3 26 .10—4 45 
10-3 145 .10-3 16 .10—-4 9 

.10-3 | 3,87 .10-3 135.10—4 3,37 
10-3 199 .16-3) 1.12.10—4 53 
i: 10-3 1,035. 10-3 .10-5 6,3 
10-4 5.26 .10-4) 446. 10-5 7.8 


Ot BS Hem 


Aus Tabelle XVII und Abb. 6 lassen sich folgende Schliisse ziehen : 
1. Mit steigendem Salzgehalt nimmt bei gleichem EiweiBgehalt die 


+10*r0 
3 





} 


| 
| 
| 
| 
| 
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Abb. 6. I Glutin 1,56 Proz. II Glutin 2,34 Proz. 





Leitfahigkeitsverminderung zu, aber sie wachst nicht linear, sondern 
strebt zu einem Maximum, das sich durch graphische Extrapolation 
fiir 1g Glutin entsprechend 1. 10~*n gebundenem ZnCl, bestimmt. 

2. Bei gleichem Salzgehalt nimmt mit steigendem Eiweibgehalt 
die Leitfahigkeitsverminderung zu, aber weniger als der Proportionalitat 
entspricht; doch bleibt das Maximum in der konzentrierteren Lésung 
weniger zuriick als beim Seralbumin. Dieses Verhalten der Zn-Salz- 
kombination mit Glutin entspricht durchaus dem des Glutins gegen 
Alkali- und Silbersalz (Pauli und Matula, |. ¢.). 
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Chlorionenmessung. Auch die Cl-lonenmessung wurde durch die 
leichte Erstarrbarkeit des Glutins erschwert, so daB es vor jeder Messung 
bis zur Zahfliissigkeit erwirmt werden muBte. In der Tabelle XVIII 
sind unter C! die potentiometrisch bestimmten Cl-lonen des reinen 
Salzes, unter C" die des Salzglutingemisches angefiihrt, und zwar 
nur die unkorrigierten Werte. Es wurden wohl auch die korrigierten 
Werte fiir die Cl-Ionen (Abzug der Cl-Ionen im reinen Ghatin) berechnet, 
gegen die sich dieselben Einwinde wie beim Seralbumin erheben lassen, 
doch ergaben sie keine qualitativen Unterschiede gegen den Gang der 
unkorrigierten Zahlen. 


Tabelle XVIII. (Abb. 7. 





" Gebundenes Chior 
‘ 


absolut Proz. 


| 43,7 . 10-3) .10-3 42,5 .10-4 7,32 
(124 .10-3)| 106 .10-3 21,1 .10-4 14.5 
30,6 .10-3/| 28,7 .10-3 278 .10-4 7,19 
16.2 .10—3 .7 .10-3) 17,9 .10—4 9,26 
84 .10-3 55.10-3 98 .10-4 10,11 
4.44.10-—3 .79.10-3 7,08.10—-4 14.6 


58,05 . 10-3 
1451 . 10-3 
38,7 .10-3 
19,35 . 10-3 
9,675 . 10-3 
4,84 . 10-3 


te 
> 


BREREE 


Aus der Tabelle XVIII und Abb. 7 laBt sich ersehen: 


1. Bei gleichem EiweiBgehalt nimmt mit steigendem Salzgehalt 
das absolut gebundene Cl zu bis zu einem Maximum, das sich graphisch 
fir 1 g Glutin zu 2,4 . 10~*n ermitteln wide. Aus der Leitfihigkeits- 
verminderung wiirde sich nur eine 
Salzbindung von rund 1.10~-*n <f% 





ZnCl, pro Gramm Glutin ergeben. 
Die prozentische Bindung zeigt deut- 
lich die Abnahme bei steigendem 
Salzzusatz, und zwar ist diese Ab- 
nahme namentlich in den niedrigsten 
Konzentrationen groB. 

2. Beigleichem Salzgehalt nimmt 
mit steigendem Glutingehalt die Bin- 
dung zu, aber sie bleibt hinter der . pre 
Proportionalitat zuriick. 

Beweglichkeit u in ZnCl,-Glutin. Berechnet man unter derselben 
Annahme wie beim Seralbumin den Beweglichkeitsrest des dem Cl Ion 
entsprechenden positiven Anteils unter Zugrundelegung der gemessenen 
Leitfahigkeit , so erhalt man die Tabelle XTX, in der wz, die Beweglich- 
keit des Zn-Ions in der reinen Salzlésung, ump. den Beweglichkeitsrest 
in der Kombination bedeutet. 
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Tabelle XIX. 





Glutin Restleitfahigkeit 

" “Zn “komb. -— —— —-- --— 
Proz. absolut Proz. 
58,05 . 10-3 2,34 57,25 61,34 4,6 .10-4 8,3 
1451 . 10-3 2,34 54,53 61,60 1,23 . 10-4 8.5 
38,7 .10-—3 1,56 55,45 60,82 3,1 .10-4 79 
19,35 .10-3 1,56 54,78 60,17 15 .10-4 75 
9,875 . 10-3 1,56 56,20 61,89 i .%-< 9.6 
4,84 .10-3 1,56 53,16 63,30 5,15. 10-5 9,8 


Der Beweglichkeitsrest hat in allen untersuchten Konzentrationen 
einen héheren Wert als das Zn-Ion, aber er steigt anfangs nur sehr 
wenig mit sinkender Konzentration, bis er bei 9,675 .10~4n einen 
plétzlichen Anstieg erfahrt. Auch hier fiihrt der hohe Wert des Beweg- 
lichkeitsrestes dazu, noch ein anderes Anion auBer Cl anzunehmen. 
Ferner 14Bt sich noch ersehen, daB mit steigendem Glutingehalt die 
Beweglichkeit uom», Wachst. 

Auch das Glutin wurde in allen Konzentrationen beziiglich seines 
Wanderungssinnes gepriift. Die Versuchsanordnung war dieselbe wie 
beim Seralbumin, aber es muBte eine starkere Stromspannung ange- 
wendet werden. Sie betrug im Durchschnitt 100 Volt, die Zeit des 
Stromdurchgangs eine Stunde. Statt der Sulfosalicylsiure wurde als 
Reagens die Biuretreaktion angewendet. Es zeigte sich in allen Fallen 
die Wanderung schwach und stets kathodisch, nur in der konzen- 
triertesten Lésung wurde auch ein wenig Glutin an der Anode nach- 
gewiesen, was vielleicht mit der gréBReren Stromstirke zusammen- 
hangen kann. Flockungsversuche mit Glutin ergaben in keinem Falle 
ein positives Resultat. 

Rechnet man, vom gebundenen Cl ausgehend — fiir 1g Glutin 
2,4 .10-4n —, unter der Annahme, da8 nur ein Molekiil ZnCl, eintritt, 
das Molekulargewicht des Glutins aus, so erhalt man 8300. Es dirften 
also auch hier mehrere Salzmolekiile auf ein EiweiBmolekil entfallen. 

Im allgemeinen wirkt das Glutin ebenso wie Seralbumin, doch 
steht es bei gewichtsprozentischem Vergleich in seiner quantitativen 
Wirkung hinter dem Seralbumin zuriick, sowohl in der Fahigkeit, 
das Cl zu binden, als auch in der Leitfahigkeitsverminderung. 


V. Physikalisch-chemische Untersuchung von ZnCl, und Ovalbumin. 


Herstellung. Das Eieralbumin wurde aus frischen Hiihnereiern gewonnen. 
Nach Entfernung der Dotter wurde das Eiklar zu Schnee geschlagen, der 
Schaum mit etwas Toluol versetzt, der Schnee zusammenfallen gelassen 
und abfiltriert. Das Filtrat wurde zunichst im Faltendialysator gegen 
hiiufig gewechseltes, destilliertes Wasser dialysiert. Nach 6 Tagen betrug 
die Leitfihigkeit 2,56 .10—-4, worauf zur Elektrodialyse bis zu 220 Volt 
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ansteigend tibergegangen werden konnte. Dabei fiel noch der Globulinrest 
im Verein mit den Farbstoffen aus und die dariiber stehende Fliissigkeit 
wurde wasserklar. Nach dreitagiger Elektrodialyse hatte man durch 
haufigen Wasserwechsel erreicht, daB eine Probe der Fliissigkeit eine Leit- 
fahigkeit K = 9,75.10—-6 aufwies. Nun wurde die Fliissigkeit dem 
Apparat entnommen, filtriert und sorgfaltig aufbewahrt. Die Leitfihigkeit 
stieg auch hier wieder wie beim Serumalbumin und Glutin an bis auf 
3,24.10-5. Im reinen EiweiB ergeben sich an Chlorionen 3,57. 10-4 n. 
Der Trockengehalt betrug 2,09 Proz. 

Messung der Leitfahigkeit. Auch hier wurden dieselben Verdiin- 
nungen wie bei den anderen EiweiBarten hergestellt, nur in der zweiten 
Serie, wo man eine Endkonzentration von 1,57 Proz. Eieralbumin 
verwenden wollte, gestattete die Stammldésung als konzentrierteste 
Lésung erst ZnCl, = 29.10-4n zu verwenden. In dieser letzten Kon- 
zentration wurde auch die zeitliche Veranderung der Leitfahigkeit 
nachgepriift . 

Tabelle XX. 





K2n Cl, K sofort K nach 2 Std K nach 6 Std. K nach 8 Std 


3,06 . 10 2,87 . 10-3 2,91 . 10-3 2,93 . 10-3 2,92 . 10—3 
' 
Es zeigt sich hier also sofort nach dem Mischen ein starkes Ab- 
sinken der Leitfaihigkeit, verglichen mit dem reinen Salz, die innerhalb 
2 Stunden etwas ansteigt und von da an ihren Wert behilt. Das 
gleiche Verhalten lieB sich auch bei anderen Verdiinnungen feststellen. 
DaB die Lésungen einen konstanten Wert behalten, ergibt sich auch 
schon aus der Reproduzierbarkeit der Leitfahigkeiten, die in allen 
Fallen nachgewiesen wurde. Die Leitfaihigkeitsmessungen sind in der 
Tabelle XXI zusammengefaBt. 


Tabelle XX I. 





| Ovalbumin Lolefhighslteshnchme 


Kk! xu = 
Proz. K ... K i Proz. 


or 


.10—3 1,57 3,06 .10-3 289.10-3  1,75.10-4 

. 10-3 1,57 161 .10-3 152.10-3 95 .10—5 

. 10-3 1,57 841 .10-4 7,76.10-4 65 .10—-5 
7 .10 1045 4 .10-3 3,83.10-3 1,68.10 
.10 1, 2,11 .10-3 202.10-3 887. 10- 
.10 1, 1,105.10-3 1,05.10-3 517.10 
.10 1, 5,71 .10-4 54 .10-4 3,05.10- 


on 


i & bo to ~1 4 


al ot ete 
7 


Die Rubriken von links nach rechts bedeuten dasselbe wie in 
Tabelle XVII beim Glutin. Zur Korrektur der spezifischen Leit- 
fahigkeit wurde fiir 1,57 Proz. Eieralbumin 2,5 . 10~5, fiir 1,045 Proz. 
1,77. 10~> abgezogen. Aus Tabelle XXI folgt: 
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1. Bei gleichem EiweiBgehalt nimmt mit steigendem Salzgehalt 
die Leitfihigkeitsverminderung zu, sie zeigt in den untersuchten Kon- 
zentrationen einen fast linearen Anstieg. 

2. Bei gleichem Salzgehalt nimmt mit steigendem EiweiBgehalt 
die spezifische Leitfahigkeitsverminderung zu, aber sie bleibt auch hier 
hinter der Proportionalitat zuriick. 

Die Leitfihigkeitsabnahme scheint also im untersuchten Konzen- 
trationsbereich des Salzes abweichend vom Serumalbumin und Glutin 
noch keinem Maximum zuzustreben. 

Chlorionenmessung. Sie wuiden unter den gleichen Kautelen, 
wie beschrieben, gemessen und reproduziert. Danach ergab sich 
Tabelle XXII. 

Tabelle XXII. (Abb. 8). 





Gebundenes Cl 





‘a Ovalbumin | pl oll cl — ell =i 
Proz. a 

29 .10-3 1,57 23,5 .10-3 20,7 .10-3) 3,46.10—3 11,9 
14,5 .10-3 1,57 12,4 .10-3 116 .10-3 1,05.10—3 7,26 
72,6 . 10-3 1,57 644.10-3 612.10-3 36 .10—4 4.97 
38,7 .10-—3 1045 30,6 .10-3 284 .10-3 2,78.10—3 7,19 
19,35 . 10-3 1,045 162 .10-3 155 .10-3 8,36. 10—4 43 
9,68 . 10-3 1,045 84 .10-3 817.10-3 2,66.10—4 2,7 
4,84. 10-3 1,045 444.10-3 442.10-3 0,22.10-—4 0,45 


Die Rubriken von links nach rechts haben dieselbe Bedeutung 
wie in Tabelle XVIII beim Glutin. Es folgt daraus: 

1. Bei gleichem EiweiBgehalt nimmt mit steigendem Salzgehalt 
das gebundene Cl zu, aber so, daB es die Proportionalitat tiberschreitet. 
Diese Erscheinung tritt bei Betrach- 








xt074 

‘ tung des prozentual gebundenen Cl 
. sehr deutlich zutage; denn die Zahlen 
3 . steigen im untersuchten Bereich in den 
t konzentrierteren Lésungen an. Das 
~e Ovalbumin diirfte also mit dem ZnCl, 
i, anders reagieren als Seralbumin und 
s Glutin. 
R 2. Bei gleichem Salzgehalt nimmt 








0 7 2 3 


“ana mit steigendem Eiweifgehalt das Cl 

Abb. 8. s pote ca ry DL zu, und zwar mehr, als der Proportiona- 

litat. entspricht. 

Beweglichkeit tom». Berechnet man auch hier die Aquivalent- 
beweglichkeit, welche auf die positiven, den gemessenen Cl-Ionen ent- 
sprechenden Ionen entfiele, so gelangt man zur Tabelle XXIII, in der 
n die Normalitat des Salzes, uz, die Beweglichkeit des reinen Zinkions 
und tyomp, die GréBe des Beweglichkeitsrestes bedeuten. 
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Tabelle XXIII. 





. Ovalbumin us “komb seaman inet 
Proz. . Proz. 
29 .10-3 1,57 54,63 64,40 2,98 . 10-4 10,3 
145 .10-3 1.57 54,53 56,54 7,5 .10-5 4.9 
7,26. 10—3 1,57 55,39 51,63 | .ee9 13 
38,7 .10—3 1,045 55,45 59,64 2,74 .10-—4 7 
19,35 . 10—3 1,045 54,78 54,99 8,7 .10-—5 43 
9,68 . 10-3 1,045 56,20 53,74 3 .10-5 2,85 
4.84. 10-3 1,045 53,16 47,27 —13 .10—-5 —24 


Der Beweglichkeitsrest hat in den verdiinnten Salzlésungen einen 
Wert, der nur wenig von dem Wert des Zn-lIons abweicht oder etwas 
unterhalb desselben liegt, in den salzreichen Lésungen hingegen, in 
denen eine groBe Cl-Aufnahme erfolgt, hat auch der Beweglichkeitsrest 
einen héheren Wert, den man nicht mehr auf das Zn-Ion, verbunden 
mit einem EiweiBkomplex, zuriickfiihren kann. Man muB auch hier 
neben Cl noch andere negative Ionen annehmen. 

Die Uberfiihrungsversuche wurden bei 50 Volt Spannung und 
einer halben Stunde Stromdurchgang gemacht. Auch hier war die 
Wanderung schwach. Die mit Sulfosalicylsiure nacagewiesenen Mengen 
Ovalbumin waren sehr gering. LieS man den Strom langer einwirken, 
so fand man zwar eine stirkere Wanderung, aber sie war nicht mehr 
einsinnig. Wiahrend bei einer halben Stunde Uberfiihrungsdauer die 
Wanderung in allen Fallen anodisch war, wanderte bei langerer Dauer 
des Versuchs auch etwas EiweiB zur Kathode. Der an der Kathode 
nachweisbare EiweiBanteil war aber im Vergleich zum anodisch wandern- 
den gering. 

Flockungen. Zu den Flockungen wurde | proz. Ovalbumin von 
der spezifischen Leitfihigkeit K = 2,78 .10-5 verwendet. Es zeigte 
sich, daB Eieralbumin auch in sehr hohen Salzkonzentrationen noch 
nicht geflockt wird. In ZnCl, bewirkt erst nach lingerem Stehen mit 
0,5proz. Ovalbumin eine Triibung. Die Flockung bei Zimmertemperatur 
ist reversibel, ebenso die Flockung mit Alkohol, irreversibel dagegen 
die Hitzekoagulation. Trotz genauester Untersuchung der letzteren 
konnte kein Bereich gefunden werden, in dem eine Hemmung der- 
selben bemerkbar wird. Von In bis 58.10~‘n findet sie tberall 
gleichmaBig statt. 

Zusammenfassend l4Bt sich also vom Eieralbumin + ZnCl, sagen, 
es unterscheidet sich prinzipiell vom Seralbumin und Glutin durch 
die Art seiner Cl-Bindung — diese steigt auch relativ mit Erhéhung 
der Salzkonzentration —, durch seine anodische Wanderung und 
dadurch, daB es bei Zimmertemperatur und Erhitzen nur eine 
Flockungszone aufweist. 
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VI. Oberblick der Ergebnisse. 

Die ausgefiihrten Versuche sollen nun in ihren Hauptziigen be- 
trachtet werden. Sie sind an hochgereinigten wasserléslichen EiweiB- 
kérpern, dem Ser- und Ovalbumin, sowie dem Glutin vorgenommen 
worden, die durch das angewendete Reinigungsverfahren mittels Leit- 
faihigkeits- und H-lonenmessungen sich als frei von Alkali- oder Saéure- 
protein erwiesen haben. Die Reaktion (Cy) liegt, wie dies in dieser 
Konzentration theoretisch zu erwarten ist (S. P. L. Sérensen), etwas 
unter der isoelektrischen. Das verwendete Salz — ZnCl, — gibt mit 
unseren Proteinen sowohl durch Verdiinnung als auch durch Dialyse 
reversible Verbindungen, und zwar nicht nur mit Glutin, das ja auch 
z. B. mit AgNO, und anderen Schwermetallsalzen glatt reversibel 
reagiert, sondern auch mit den Albuminen. Die Verbindungen von 
ZnCl, mit den wasserléslichen Proteinen miissen also den Protein- 
verbindungen mit Alkali- und Erdalkalisalzen an die Seite gestellt 
werden. 

Fiir die Beurteilung der Verhaltnisse wollen wir nun die folgenden 
Erfahrungen zusammenhalten : 

1. Die Leitfahigkeit der Kombination Salz und EiweiB liegt aus- 
nahmslos unterhalb der des reinen Salzes. Es verschwinden also dabei 
Icnen, und zwar am meisten, auf das gleiche Gewicht bezogen, beim 
Seralbumin, am wenigsten beim Glutin ; dazwischen liegt das Ovalbumin. 

2. Rechnet man aus der Leitfahigkeitsabnahme unter Einsetzen 
der aquivalenten Ionenbeweglichkeiten wz, = 55, vg, = 75 die dieser 
Abnahme entsprechende Ionenverminderung, so bleibt dieselbe merklich 
hinter der tatsichlich nachgewiesenen Ionenbindung zuriick. Die 
potentiometrisch ermittelte Abnahme der Cl-Ionen ist also gréBer als 
die aus der Leitfahigkeitsverminderung berechnete. Das ware ver- 
stiindlich, wenn ein Teil der gebundenen Salzionen zur Bildung neuer 
Ionen mit dem EiweiB verwendet wiirde. 

3. Zur Entscheidung in dieser Frage wird die Bestimmung der 
Aquivalentbeweglichkeit in der Kombination ZnCl,-Protein uomp. 
herangezogen, die dem am Zn-Salz geniigend genau ermittelten wz, 
gegeniibergestellt w-rd. 

Wiirde namlich das Eiwei8 mit dem Salz nur unter Bildung positiver 
Zn-Proteinionen reagieren, dann kénnten in der Mischung lediglich 
Cl-Ionen als teils dem Zn-, teils dem Zn-Albuminion korrespondierende 
negative Ionen in Betracht kommen. Dividiert man also die Leit- 
fihigkeit nach Abzug des auf die Cl-lonen entfallenden Anteils durch 
die potentiometrisch bestimmte Cl-lonenaktivitét, so miBte unter 
der eingangs erwaihnten Annahme der so ermittelte u-Wert kleiner 
sein als der des unverbundenen Zn-Ions. In Wirklichkeit erwies er 
sich fiir jedes untersuchte Protein, zumindest in bestimmten Salzkonzen- 
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trationen, zum Teil erheblich gréBer. Diese Tatsache ist nur dadurch 
verstandlich, daB neben den freien Cl-Ionen andere negative Ionen 
in der Proteinsalzmischung vorhanden sind, die den Leitfaihigkeits- 
und damit den scheinbaren u-Wert erhéhen. Man kann aus dem Gange 
der u-Werte mit der Konzentration erkennen, wo die stiarkste Ionen- 
neubildung entsprechend dem héchsten Anstieg der u-Werte erfolgt. 
Die Konzentration der neuen, aus Salz und EiweiB gebildeten Ionen 
wachst mit der Konzentration des Proteins, wie allgemein festgestellt 
werden konnte. Da die vorhandenen freien Cl-Ionen zum Teil der 
Dissoziation des neben dem EjiweiB vorhandenen unverbundenen 
Salzes entstammen, so wird mit steigendem Salzzusatz infolge des 
Ansteigens der freien Zn-Ionen auch der in der angefiihrten Weise 
errechnete u-Wert, der ein Mittel darstellt, sich dem uz, anzunihern, 
ohne jedoch denselben ganz zu erreichen. Das ist auch beim Seralbumin 
und Glutin der Fall, beim Ovalbumin liegen hingegen besondere, noch 
néher zu erérternde Verhiltnisse vor. 


4. Zu einer Schitzung der iiber eine Chloriddissoziation hinaus- 
gehenden Ionenneubildung kann man in der folgenden Weise gelangen. 
Man ordnet den gemessenen Cl-Ionen die gleiche Konzentration an 
positiven Tonen zu, die im besten Falle bei 25°C die Aquivalent 
leitfahigkeit wz, — 55 des Zn-Ions, in Wirklichkeit eine etwas niedrigere, 
z. B. uw = 50 haben werden. Berechnet man nun aus der Cl-Ionen- 
konzentration und dem Werte u-+ vq die Leitfahigkeit, so wird 
dieselbe im allgemeinen unter der tatsichlichen, in der Kombination 
gefundenen gelegen sein, und die Differenz miBt die neuentstandenen 
Salzproteinionen. Sie ist betrichtlich genug und kann z. B. fiir 1 proz. 
Seralbumin 12 Proz. der Gesamtleitfahigkeit betragen, d. h. den gréBten 
Teil der das Protein enthaltenden Tonen tiberhaupt ausmachen. 

5. Wenigstens qualitativ in dem gleichen Sinne spricht die Priifung 
des Wanderungssinnes in der SalzeiweiBkombination. Seralbumin 
und Glutin, mit ZnCl, versetzt, wandern im Gegensatz zum unver- 
setzten reinen Albumin kathodisch, zeigen also mit ihrer Ladung das 
in das EiweiB eintretende positive Zn-Ion an. Allein in den Zonen, 
die durch einen stirkeren Anstieg des u-Wertes charakterisiert sind, 
tritt die kathodische Wanderung merklich zuriick und daneben eine 
anodische auf. 


6. Das starke Auftreten einer inneren, ,,doppelsinnigen™ Ionisation 
pragt sich auch beim Seralbumin in seinen Zustandsinderungen aus, 
Der Bereich starker Erhebung des u-Wertes in der Kombination fallt 
auch mit einer vollstandigen Hemmung der Hitzekoagulation zusammen. 
Eine vorliufige Untersuchung ergab, da8 ihr auch eine Hemmung der 
Alkoholfallung entsprechen dirfte. 
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7. Seralbumin und Glutin scheinen einander bis auf quantitative 
Unterschiede ahnlich in ihrem Verhalten gegen ZnCl, sowohl in bezug 
auf die Leitfahigkeitsabnahme, als auch in ihrer Anderung des Wertes 
des Beweglichkeitsrestes u, als auch in bezug auf den Wanderungssinn. 

8) Dagegen zeigt das Ovalbumin ein vollstaéndig eigenartiges Ver- 
halten in seinen Beziehungen zum ZnCl,. 

a) Es wiachst die Leitfaihigkeitsabnahme auch in den héchsten 
untersuchten Konzentrationen des Salzes noch immer fort, ohne eine 
Tendenz zur Maximumbildung zu verraten. 

b) Es steigt das gebundene Cl in den héheren Salzkonzentrationen 
sehr stark an. 

c) Der tUyomp.-Wert, welcher in niederen Konzentrationen eher 
unter der Beweglichkeit u des reinen Zn-Ions gelegen ist, wichst erst 
in héheren Salzkonzentrationen stark an. Wahrend wir sonst in diesem 
Gebiet eine Vermehrung der freien Zn-Ionen voraussetzen diirfen, die 
den Wert Uxomp. dem des Zn-Ions wz, zu néhern trachtet, miissen wir 
beim Ovalbumin gerade bei héherem Salzzusatz eine starke Vermehrung 
der kombinierten Salzproteinionen annehmen. 

d) Zum Unterschied von Seralbumin und Glutin ist die Wanderung 
des Ovalbumins bei kurzer Stromdauer iiberwiegend anodisch, und eine 
Hemmungszone der Hitzekoagulation feh}t in den untersuchten Kon- 
zentrationén ginzlich. 

Versuchen wir nun, zu einem wenigstens vorliufigen Bilde von 
der Konstitution der Verbindungen des Zinkchlorids mit den Proteinen 
zu gelangen, die ~ wie ausgefiihrt — dem Typus der einfachen, rever- 
siblen Salz-EiweiBverbindungen zugehéren, so miissen wir zunachst 
die physikalisch-chemische Konstitution unserer hochgereinigten 
Proteinlésungen beriicksichtigen. Aus friiheren Beobachtungen (zweite 
Mitteilung dieser Reihe) liBt sich entnehmen, da unsere reinsten, 
wasserléslichen Proteine nur zu einem sehr geringen Teil — beim 
Seralbumin z. B. diirfte er wahrscheinlich nur etwa 0,5 Proz. der vor- 
handenen EiweiBmolekiile betragen — unter H-Ionenbildung ionisieren, 
also nach dem (vereinfachten) Schema in negative Proteinionen 
NH,.R.COO~ und H+. Der Hauptanteil der EiweiBmolekiile — 
beim Seralbumin etwa 99,5 Proz. — ist wenigstens bei AusschluB von 
CO, in einer nicht leitenden Form vorhanden. Es hat nun in jiingster 
Zeit N. Bjerrum') in einer grundlegenden Arbeit gezeigt, daB die vor- 
handenen experimentellen Daten bei den Aminosiéuren nur dann zu 
plausiblen Werten der Dissoziationskonstanten fiihren, wenn man ihrer 
Berechnung das Bestehen einer Zwitterionenform *NH,.R.COO7- 
zugrunde legt. Nach seinen Darlegungen sind z. B. die aliphatischen 


') Zeitschr. f. physikal. Chem. 104, 147, 1923. 
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Aminoséuren in undissoziiertem Zustand fast ausschlieBlich (zu mehr 
als 99,5 Proz.) als salzartige Zwitterionen *NH, . R .COO~ vorhanden, 
wihrend in den aromatischen Aminosiuren sowohl Zwitterionen, als 
auch eigentliche Aminoséuremolekiile vorliegen. Wir méchten nun 
auf Grund verschiedener Erfahrungen die Ansicht vertreten, daB bei 
den hier untersuchten, wasserléslichen Proteinen in ihrer reinsten Form 
die Zwitterionen den Hauptanteil oder wenigstens den fiir die Reaktion 
mit Elektrolyten in erster Linie maBgebenden Anteil der Gesamt- 
molekiile bilden, und wollen diese Ansicht probeweise den folgenden 
Konstitutionsbestrachtungen zugrunde legen. 

Die Reaktion von ZnCl, mit einem Zwitterion kann zuniichst in 
der folgenden Weise stattfinden : 

OCO.R. TH: | Cl-- (I) 
OCO.R.NHT] * 

Diese Reaktion wiirde zur Bildung positiver Proteinionen fiihren, 
wobei der Vorgang nicht in der bisher gedachten Form als Substitution 
von H, sondern durch Neutralisation der freien, negativen Ladungen 
des Zwitterions (ZI) seitens des Zn erfolgt, so daB die positiven Ladungen 
des ZI iibrigbleiben. Ein solcher Vorgang wiirde das beim Seralbumin 
und Glutin beobachtete Auftreten kathocischer Wanderung des EiweiBes 
durch den Salzzusatz bedingen. Er ist jedoch nicht der einzige. Die 
besprochene Steigerung der u-Werte zeigt an, daB in gewissen Kon- 
zentrationen auch eine Bildung von negativen, proteinhaltigen Ionen 
erfolgt sein muB, der ein Verschwinden freier Cl-Ionen entspricht. 
Es liegt nun am nichsten anzunehmen, daB das Anion mit der NH}- 
Gruppe des Zwitterions in ammoniumsalzartiger Form reagiert hat. 
Das wiirde folgende schematische Darstellung fiir die Reaktion beider 
Salzionen ergeben: 


2 [+NH,.R.COO-] + ZnCl, > | 20 


4 [+NH,RCOO-] + ZnCl, > | zn (OcoRNE: || 
+ 2 [NH,Cl.R.COO-] 

Bei dieser Reaktion miBten aquivalente Mengen positiver und 
negativer Proteinionen resultieren. 

Es ist zu erwarten, daB diese neuen Ionen eine geringere Beweglich- 
keit als die entsprechenden Salzionen haben, doch kénnte diese Be- 
weglichkeitsabnahme eine starkere Leitfihigkeitsverminderung des 
reinen Salzes durch den EiweiBzusatz nicht decken; wo eine solche 
vorliegt, diirfte noch eine andere Form der Anlagerung des Salzes an 
das Proteinmolekil vorliegen. Ein solcher Fall ware z. B. gegeben, 
wenn ein Teil der Zwitterionen nicht je mit einem Salzion getrennt, 
wie in Gleichung (II), sondern zugleich mit beiden Salzionen reagieren 
wiirde. Doch ist dies nicht die einzige Méglichkeit. Mit Hilfe der 

19* 


(II) 
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Zwitterionen waren in &hnlicher Weise wie bei Neutralsalzen nach 
der Ansicht Paulis auch die Reaktionen reinster Proteine mit Kohlen- 
siure und anderen Séuren!) im Gebiet von H-Konzentrationen zu 
verstehen, die, wie in unserem Falle, unterhalb, jedoch in der Nahe 
des isoelektrischen Punktes liegen. Das ergibe: 


2(*NH,RCOO-) + H* + HCO; + [HOOCRNH®] + [NH, . HCO, 
-RCOO7F, 


somit die Grundlage fiir jene ,,bimolekulare Ionisation’*, die Wo. Pauli 
mit M. Adolf (l.c.) fiir reinste, wasserlosliche Proteine schon bei der 
Einwirkung der CO, der Luft wahrscheinlich gemacht haben. Es ist 
eine sekundire Frage, ob und wieweit eine Umlagerung des obigen 
komplexen Ammoniumbicarbonations in die Carbaminatform statt- 
findet. 

Ein interessanter, vielleicht auch biologisch bedeutungsvoller 
Umstand ist der folgende. Nach dem Ausgefiihrten wiren die ZI 
sowohl das Substrat fiir die Reaktion mit H,CO,, als auch mit einem 
Neutralsalz. Es wiirde also bei dem mit Kohlensiiure mehr oder minder 
gesaittigten Protein eine Verdringung der H,CO, durch steigenden 
Salzzusatz erfolgen miissen. Vielleicht sind die Beobachtungen iiber 
eine zeitlich verlaufende Komyonente der Salzreaktion mit unseren, 
mit der Kohlensiiure der Luft gesittigten Proteinen, die sich in dem 
Gange der Leitfihigkeit wihrend der ersten Stunden manifestiert, auf 
thnliche Art zu verstehen. 

Sehr bemerkenswert erscheinen die Verhiltnisse beim Ovalbumin. 
Die in niederen Salzkonzentrationen im Vergleich mit dem Seralbumin 
auffallend geringe Leitfihigkeitsverminderung des ZnCl,, die geringe 
Cl-Bindung, die erhalten bleibende anodische Uberfiihrung des EiweiBes 
zeigen, daB iiberhaupt zunichst wenig Salz mit dem Eiwei® reagiert 
und daB insbesondere eine Reaktion nach Gleichung (I) nicht merklich 
statthat. Erst in héheren Salzkonzentrationen erfolgt der Eintritt 
des Salzes unter vermehrter Cl-Bindung und starkem Anstieg des 
u-Wertes, also unter Ionenneubildung. Diese wiirde jedoch nicht mehr 
einen UberschuB an positiven, sondern gleichviel negative und positive 
proteinhaltige Ionen ergeben und somit keine Umkehr der Elektro- 
phorese des EiweiBes hervorbringen, wie dies auch der Versuch anzeigt. 

Dem glatt reversiblen Charakter der Zn-Salz-EiweiBverbindung 
entsprechend, waren hier Beziehungen zu den Beobachtungen bei 
Neutralsalz-EiweiBverbindungen zu erwarten. In der Tat konnte 


1) Es muB® hier auf eine folgende Mitteilung von Pauli und Modern 
(Buenos-Aires) verwiesen werden. 
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auch bei diesen von Pauli und Oryng (l.c.), Pauli und Matula (1. ¢.) 
festgesteilt werden, daB Anion und Kation in aquivalenten Mengen 
in Albumin und Glutin eintreten und daB dabei die anodische Uber- 
fithrung keine Anderung erfahrt. Diesem Verhalten entspricht es auch, 
daB M. Adolf und Wo. Pauli (1. c.) an reinsten Proteinen keine Anderung 
der H-Ionenkonzentration bei Alkalisalzzusatz beobachten konnten. 
Auch bei Zugabe von Alkalisalz zu wasserléslichen Proteinen tritt 
eine Leitfibigkeitsabnahme auf, die nach allen Erfahrungen wegen 
gleichzeitiger Ionenneubildung hinter der potentiometrisch feststell- 
baren Ionenbindung aus dem Salz zuriickbleibt. Alle diese Erfahrungen 
werden gleichfalls durch eine bimolekulare Ionisation einheitlich ver- 
stiindlich, ebenso wie die hierher gehérige, von Pauli und Samec') 
nachgewiesene Léslichkeitssteigerung schwer léslicher Salze, wie CaSO,. 
Ca,(PO,), und CaCO , durch die Proteine, der eine groBe bic logische 
Bedeutung zukommt. Auf alle diese Fille l4Bt sich die angenommene 
Reaktionsweise mit Hilfe von ZI in gleicher Weise wie beim Zn-Salz 
angefiihrt, tibertragen, aber es sei ausdriicklich hervorgehoben, daB 
die bimolekulare lIonenbildung selbst durch die Beobachtungen an 
Salzen und, wie wir vorwegnehmen diirfen, auch an Séuren gut gestiitzt 
und ihre Annahme davon unabhingig ist, ob man diese Reaktionen 
an ZI oder neutrasen Aminosiuremolekiilen vor sich gehend denkt. 

Die wichtige Darstellung kristallisierter Verbindungen von Amino- 
siuren mit Neutralsalzen durch P. Pfeiffer (1912)*) hat keinen be- 
stimmenden oder auch nur anregenden EinfluB auf die Vorstellungen 
von den Beziehungen der EiweiBkérper zu Salzen mehr zu iiben ver- 
mocht. Denn die Auffassung, daB es solche Proteinverbindungen auch 
mit den Alkalisalzen gibt, war schon lange vorher zum Durchbruch*) 
gelangt, und zwar durch direkte Untersuchungen an den Proteinen 
sowohl hinsichtlich der Beeinflussung ihrer Zustandsinderungen durch 
Salzanwesenheit, als auch anschlieBend durch potentiometrische Be- 
stimmung der gebundenen Salzmenge. 

Unter den diskutierbaren Méglichkeiten fiir die Aminosiure- 
Neutralsalzverbindungen glaubt P. Pfeiffer die Amphisalzformen 
Me .OCO.R.NH,X (X das Anion des Salzes Me X) ausschlieBen zu 
miissen, weil auf ein Salziquivalent nicht nur ein, sondern mehrere 
Molekiile Aminosiure entfallen kénnen und weil auch Additions- 
verbindungen mit den Anhydriden der Aminosiuren und mit dem 
ilykokoll-Kupfer, Cu(N H,C H,C 00),, einem inneren Metallkomplexsalz, 


1) Diese Zeitschr. 17, 235 (1909). 

*) Org. Molekiilv., 1. e. 

3) Zusammenfassung und Adliere Literatur bei Pauli und Oryng (\. c.). 
Pjeifjer fihrt in seinem Buche merkwiirdigerweise hier nur eine Ansicht 
A. Kossels aus dem Jahre 1879 an. 
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existieren. Pfeiffer entscheidet sich daher fiir die Annahme von Molekiil- 
verbindungen, in denen das Metallatom des Salzes koordinativ an den 
Carbonylsauerstoff der Aminosiure gebunden ist. Das wiirde also zu 
Verbindungen von der Art ClLi —C=COH,NH, fiihren. Da aber 
— "ere 

z. B. auch Verbindungen LiCl.2Gl.H,O (Gl = Glykokoll) oder 
CaJ, . 4 Gl bekannt sind, so wird die Bindungsfihigkeit des einwertigen 
Metalls verdoppelt und selbst vervierfacht, um etwa die Verbindung 
KJ .4G1.4H,O darzustellen. Der negative Rest kénnte dabei am 
Metallatom (Anlagerung), ammoniumsalzartig am NH, (Amphisalz) 
oder in zweiter Sphire als AuBenion (Einlagerung) gebunden sein. 
In allen diesen Fallen ware das Anion des Salzes in ionogener Bindung. 

Durch den Nachweis der bimolekularen Ionisation bei Proteinen 
in Verbindung mit Salzen oder Sauren ist nun eine analoge Méglichkeit 
bei Aminosiuren nahegelegt, deren Priifung im Gange ist. In einem 
solchen Falle wiirde das Vorkommen von Kristallformen nach dem 
Typus Me X . Gl, und Me’ X, GI, selbstverstiindlich sein, ohne daB es 
einer Vermehrung der Valenzen am Metallatom bedarf. In der innigen 
Verkniipfung der Erfahrungen iiber die bimolekulare Ionisation mit 
den durch Bjerrum in den Vordergrund geriickten ZI, sowie in dem 
Versuch, mit Hilfe dieser auch gewisse Erfahrungen iiber Assoziation 
besser zu tiberblicken'), scheint uns ein Weg gegeben, der vielleicht 
aussichtsreicher und freier von ad hoc-Hypothesen ist als der von 
Pfeiffer begangene. Altere und neuere Erfahrungen (Pauli und Mit- 
arbeiter) an gewissen anorganischen Kolloiden insbesondere mit 
Metallen als Zentralatom, die amphotere Oxyde zu bilden vermégen, 
lassen die Méglichkeit zu, daB hier groBe Ahnlichkeiten mit den an 
organischen Ampholyten beobachteten Reaktionsformen bestehen. 

Konstitutionsverschiedenheiten der Aminoséuren kommen nicht 
nur in den Dissoziationskonstanten, sondern wohl auch in der ver- 
schiedenen Relation der Neutralformen ihrer Molekiile zum Ausdruck, 
wie dies schon Bjerrum in hohem Mae wahrscheinlich gemacht hat. 
Solche Verschiedenheiten dirften auch starke Abstufungen in der 
Reaktion mit Salzen (oder auch Saéuren) mit sich bringen, die im Ver- 
haltnis der dabei auftretenden einfachen und bimolekularen Ionisation 
in Erscheinung treten werden. Von diesem Gesichtspunkt miissen 
wohl auch die starken Abweichungen im Verhalten von Ser- und Ov- 
albumin gegen ZnCl, betrachtet werden. 

Vollstiindig ablehnen miissen wir die Ansicht J. Loebs (I. ¢.), daB 
EiweiB nur zu beiden Seiten des isoelektrischen Punktes mit Salzionen 


4 


') Es muB hier auf eine abschlieBende Zusammenfassung im Verlaufe 
dieser Versuchsreihe durch Pauli verwiesen werden. 
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reagiert, und zwar auf der alkalischen mit Metallionen, auf der sauren 
mit Anionen. Dies wird nicht nur durch den friiher (von Pauli mit 
Oryng, Matula) erbrachten Nachweis der Bindung beider Jonen eines 
die Reaktion nicht andernden Salzes durch ein und dasselbe Eiweib, 
sondern auch durch unsere direkte Feststellung der lonenbindung 
an sicher alkali- oder saureproteinfreien, reinsten Eiwei®kérpern 
widerlegt. Auch Pfeiffers Darstellung von kristallisierten Neutralsalz- 
verbindungen mit reinen Aminosiuren ware mit Loebs Anschauung 
nicht zu vereinen. Loeb gelangte zu derselben dadurch, daB er in — mit 
Silbersalz bei verschiedenem py — behandelter und gewaschener 
Gelatine nur auf der alkalischen Seite des isoelektrischen Punktes 
Ag nachweisen konnte, wahrend in mit Ferrocyankali versetzter und 
gewaschener Gelatine nur auf der sauren Seite Berlinerblaureaktion 
mit Eisen zu erzielen war. Loeb hat vollstindig auBer acht gelassen, 
daB es erstens iiberhaupt méglich ist, daB Glutin durch entsprechend 
griindliches Waschen (oder Dialyse) vollstandig von Ag- oder Ferro- 
cyansalz zu befreien, ferner daB, wie lingst bekannt, auf der sauren 
Seite die Reaktion mit irgend einem Schwermetallion durch die H-Ionen 
im allgemeinen aufgehoben wird und daB auf der alkalischen Seite 
zunachst das Alkaliion weggewaschen werden mub, wihrend das 
leichter komplex reagierende Schwermetallion, welches weniger disso- 
ziierende Verbindungen mit dem negativen Proteinion gibt, schwerer 
entfernt wird. Das gleiche gilt fir das héherwertige Ferrocyanion 
auf der sauren Seite, das sich schwerer durch Waschen entfernen abt 
als etwa Cl oder Acetation. Dazu kommt noch die Neigung der Schwer- 
metalle auf der alkalischen Seite zur Bildung — mit den negativen 
Proteinionen reaktionsfahiger — kolloidet Metallhydroxydkomplexe 
oder von Derivaten derselben, sowie auch uwmgekehrt der Ferrocyan- 
wasserstoff- oder ihr verwandter Siuren, die auf der sauren Seite ent- 
stehen und mit den positiven Proteinionen leicht reagierende, komplexe 
Sauren bilden. Versuche solcher Art, wie sie Loeb anstellte, kénnen 
also weder einen ernsten Beweis fiir die fehlende Reaktionsfihigkeit 
eines von Alkali- oder Séureprotein freien Eiweibes mit Salzionen 
bilden, noch die positiven Befunde einer solchen Salzbindung tiber- 
haupt beriihren. 

Die in unseren Untersuchungen verwendete Methode aus der 
GréBenordnung von u-Werten, die sich einer Kombination potentio- 
metrischer und Leitfahigkeitsmessungen entnechmen lassen, auf eine 
eventuelle Ionenbildung zuriickzuschlieBen, wurde zuerst mit Erfolg 
in einer Reihe von Arbeiten an anorganischen Kolloiden verwendet 
und von da auf die Priifung der EiweiBsalzbeziehungen tibertragen. 
Sie diente schon vor 3 Jahren bei der Untersuchung der Verbindungen 
von Proteinen mit AICl,, die nun nach der Sicherstellung und Er- 
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weiterung der Befunde am ZnCl, in etwas abgekiirzter Form zur Ver- 
éffentlichung gelangen. Versuche an anderen Salzen werden folgen. 

Infolge der mannigfachen Beziehungen der hier mitgeteilten Be- 
funde zu Beobachtungen mit Siuren, bei denen in gewissen Konzen- 
trationen die Sonderstellung der H-Ionen unter den Metallionen gegen- 
iiber dem EiweiB stark zuriicktritt, sowie infolge der neuen Be- 
leuchtung, welche die sogenannte isoelektrische Reaktion von Ampho- 
lyten durch sie erfaihrt, diirfte den Ergebnissen der Neutralsalzversuche 
an Proteinkérpern auch eine weitertragende Bedeutung zukommen. 








Tierische Kalorimetrie. 


IV. Mitteilung: 


Uber die umsatzsteigernde Wirkung des abgebauten EiweiBes, 
nebst einigen Betrachtungen iiber die Berechnung von derlei Wirkungen. 


Von 
Josef Melly und Andreas y. Rétth. 


(Aus dem physiologisch-chemischen Institut der kénigl. ungar. Universitat, 
Budapest. ) 


(Eingegangen am 16. Oktober 1924.) 


Mit 3 Abbildungen im Text. 


Wie bekannt, gibt es iiber die umsatzsteigernde Wirkung der Nahr- 
stoffe verschiedene Ansichten. Nach der ven Zuntz vertretenen Ansicht 
finden bereits wiaihrend der der Verwertuhg vorangehenden Prozesse 
(Hydrolyse, Resorption usw.) Energieumwandlungen statt, und sollen 
es diese sein, die dem Grundumsatz gegeniiber ein gewisses Plus an 
umgewandelter Energie bedeuten. Nach der anderen Ansicht, die 
zuerst von Rubner geiuBert wurde, sind es gewisse, von den resorbierten 
Stoffen auf die Kérperzellen ausgeiibten Reize, durch die letztere zu 
erhéhter Tatigkeit angeregt werden. 

Nach den Untersuchungen von Graham Lusk') scheint die Frage 
im Sinne Rubners entschieden zu sein, allerdings mit dem Unterschied, 
daB z. B. im Falle des EiweiBes nach Benedict”) und nach Lusk*) nicht 
dlieses selbst es ist, das den Reiz ausiibt, auch nicht die Aminosiuren, 
in die das EiweiBmolekil zerfallt, sondern gewisse Oxy- und Keto- 
siuren, die aus den desaminierten Aminosiiuren hervorgehen, nach 
den Untersuchungen von Grafe*) aber NH, bzw. NHg, das aus dem 
EiweiB abgespalten wurde. 

Nun kénnte aber gegen die Beweiskraft der Luskschen Versuche, 
trotzdem er in einer seiner zahlreichen Versuchsreihen nicht blo8 eine 
Aminosaéure allein, sondern deren fiinf gleichzeitig verabreichte, ein- 
') Graham Lusk, Journ. of biol. Chem. 18, 155, 1912 bis 1913. 

*) F.G. Benedict, Deutsch. Arch. f. klin. Med. 110, 154, 1913. 


3) Graham Lusk, Journ. of biol. Chem. 20, 555, 1915. 
*) BE. Grate, Deutsch. Arch. f. klin. Med. 118, 1, 1916. 
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gewendet werden, daB hier chemisch reine Stoffe verwendet wurden, 
und es diirfe aus ihrer Wirkungsweise nicht auf die des so komplexen 
EiweiBmolekils gefolgert werden. Dieser Einwand laBt sich aber ent- 
kraften, wenn man an Stelle der isolierten reinen Aminosduren Eiweif} 
bzw. Fleisch einfiihrt, das durch vorangehende totale Hydrolyse in seine 
kleinsten Bausteine zersprengt ist. Ein solches Priparat ist das von 
den Farbwerken in Hochst gelieferte Erepton. Die mit Erepton er- 
haltenen Ergebnisse lassen einen Vergleich nach beiden Richtungen 
zu, denn man hat es mit einem Gemisch zu tun, das einerseits iiber- 
wiegend aus Aminosaduren besteht, andererseits aber alle Bestandteile 
des Fleisches, und zwar in nicht wesentlich verindertem Zustande. 
enthalt. 

Solche Versuche haben wir Ende 1913 und Anfang 1914, als das 
Institut noch unter Leitung von weil. Prof. Tangl stand, in gréBerer Anzahl 
an 5 bis 8kg schweren Hunden ausgefiihrt. Da aber zu jener Zeit das 
im Institut befindliche Rubnersche Kalorimeter anderwirts in Anspruch 
genommen war und kein anderes zur Verfiigung stand, wurde an den 
Tieren unter Verzicht auf die direkte Kalorimetrie bloB der Gaswechsel, 
und zwar nach der Zuntz-Geppertschen Methode bestimmt. 

Zu derlei Versuchen, in denen man den zeitlichen Verlauf der 
Anderung im Energieumsatz verfolgen will, eignet sich diese Methode 
ganz vorziiglich; denn der Gaswechsel Jat sich in stiindlichen oder 
halbstiindlichen: Intervallen ohne weiteres recht genau bestimmen; 
wihrend die direkte Kalorimetrie, wenn sie in stiindlichen oder auch 
nur in zweistiindlichen Perioden ausgefiihrt werden soll, einen sehr 
komplizierten technischen Apparat erheischt. Auch sind ihre Ergebnisse 
unter diesen Umstinden mit recht erheblichen Fehlern belastet, die 
sich nur ausgleichen, wenn man das Ergebnis von vielen Stunden 
zusammenfaBt . 

Um die Muskelbewegungen des Tieres, die das Ergebnis in un- 
kontrollierbarer Weise beeinflussen kénnen, auszuschlieBen, haben wir 
nach der von Tangl') kurz vorher ausfiihrlich beschriebenen Methode 
durch intravenése Curareeinspritzung alle willkiirlichen Bewegungen 
des Tieres unterdriickt. Da hierdurch auch die chemische Regulation 
der Kérpertemperatur, soweit sie durch Verbrennungen in den will- 
kiirlichen Muskeln besorgt wird, unterbunden ward, muBte das Tier, 
damit seine Kérpertemperatur unverandert erhalten bleibe, fiir die 
Dauer des Versuchs in einem bei etwa 30°C gehaltenen Thermostaten 
untergebracht, und muBten, da auch die Atemmuskulatur durch das 
Curare gelihmt war, die Lungen mittels einer H. H. Meyerschen Pumpe 
kiinstlich ventiliert werden. 


') Diese Zeitsehr. 34, 1, 1911. 


























Tierische Kalorimetrie. IV. 287 





Der Exspirationsluft wurden in Intervallen von 20 bis 40 Minuten 
Proben entnommen, wobei die einzelnen Probenahmen gegen 9 bis 
15 Minuten dauerten. An jeder Luftprobe wurden CO,-Plus und 
O,-Defizit in je zwei Parallelanalysen bestimmt, und wurde jeder Versuch 
als miBlungen ausgemerzt, in dem der Unterschied zwischen zwei 
Parallelbestimmungen mehr als 0,10 Proz. betrug. 

An jedem Tiere wurde zunéchst der normale Gaswechsel bestimmt, 
und erst, nachdem sich diesbeziiglich eine hinlingliche Ubereinstimmung 
in zwei bis drei Versuchen ergab, dem Tiere Erepton gegeben, und 
nun der Gaswechsel weiter gepriift. Wir hatten urspriinglich geplant, 
den ganzen 24stiindigen Hungerbedarf der Tieres durch das verabreichte 
Erepton zu decken, und haben die hierzu nétige Menge wie folgt be- 
rechnet. Der durchschnittliche Energieumsatz eines bei der kritischen 
Umgebungstemperatur hungernden mittelgroBen Hundes betriigt etwa 
50 kg-Cal pro 24 Stunden, der Energiegehalt in | g unseres Erepton- 
praparats im Durchschnitt einer gréBeren Anzahl von Bestimmungen, 
die von uns ausgefiihrt wurden, 4,57 kg-Cal. Wir haben ferner voraus- 
gesetzt, daB der physiologische Nutzeffekt des Ereptons in demselben 
Verhaltnis zu seinem Energiegehalt stehe, wie es diesbeziiglich am 
EiweiB der Fall ist, somit der physiologische Nutzeffekt des Ereptons 
4,1 .4,57 


, also abgerundet 3,3 kg-Cal betrigt; daher den Hunden 
5,65 
= 15 


33 5,2g Erepton pro 1 kg Kérpergewicht gegeben werden miissen, 

In den ersten von uns angefiihrten Versuchen haben wir Erepton 
tatsiichlich in den so berechneten Mengen, in kérperwarmem Wasser 
aufgeschwemmt, durch eine Schlundsonde eingefléBt, die dem kurare- 
sierten Hunde vor Versuchsbeginn eingefiihrt worden war. Da es 
méglich, ja durchaus wahrscheinlich war, daB nicht alles eingegossene 
Erepton wihrend der Versuchsdauer resorbiert wiirde, bei einer zahlen- 
maéBigen Bewertung seiner Wirkung aber nur die resorbierten Mengen 
in Betracht kommen kénnen, muBten wir trachten, diesbeziiglich in 
jedem Versuch Aufschlu8 zu erhalten, und gingen dabei wie folgt vor. 
Am Vorabend des Versuchs wurde der Dickdarm des Hundes durch 
wiederholte Irrigation mit kérperwarmem Wasser mdéglichst rein ge- 
waschen, so, daB sein Darm am niichsten Morgen zu Beginn des Versuchs 
als leer angesehen werden konnte. Nach AbschluB der Respirations- 
versuche wurde im vereinigten Magen- und Darminhalt des obduzierten 
Tieres eine N-Bestimmung vorgenommen. Da uns der N-Gehalt des 
eingefléBten Ereptons bekannt war, konnte aus diesem Werte und dem 
N im Magen- und Darminhalt auch die Menge des _resorbierten 
Ereptons — natiirlich nicht genau, jedoch fiir unsere Zwecke in hin- 
reichender Anniherung — berechnet werden. 
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Bei der Beurteilung von Versuchsergebnissen, die man nach der 
Tanglschen Curaremethode erhalt, muB auf das Verhalten des Blut- 
drucks, der von uns in der Carotis mittels eines kalibrierten Hiirthleschen 
Federmanometers gemessen wurde, sorgfaltig geachtet werden. Durch 
vorsichtige Dosierung der Curarelésung, die man aus einer in die Vena 
jugularis eingebundenen Biirette %%4- bis 1l-cem-weise einflieBen liBt, 
gelingt es zwar in den ersten Stunden stets, den Blutdruck auf seiner 
urspriinglichen Héhe zu erhalten. Zieht sich jedoch ein Versuch viele 
Stunden lang hin, unterdessen in gewissen Zeitabstaénden immer wieder 
Curare gegeben werden muB, so kommt es nicht selten zu einer starken 
Senkung des Blutdrucks, gleichzeitig auch zu einer starken Abnahme 
des CO,-Plus und des O,-Defizits in der Exspirationsluft. Solche 
Ergebnisse kénnen natiirlich nicht verwendet werden. 

Infolge der reichen Erfahrungen, die unserem Institut diesbeziiglich 
zur Verfiigung stehen, kamen solche durch Curare verursachte starke 
Blutdrucksenkungen kaum vor, wohl aber aus einem anderen Grunde, 
und zwar in den ersten von uns mit Erepton ausgefiihrten Versuchen 
infolge zu groBer Ereptondosen. [Auf die Giftigkeit von mit Pankreas 
tief abgebautem Fleisch wird auch von Berthelot') hingewiesen.] 

Wir haben insgesamt acht Versuchsreihen an je einem Hunde 
ausgefiihrt. Von unseren acht Versuchsreihen, deren Daten am SchluB 
des Textes. mitgeteilt sind, miissen die ersten vier, in denen Erepton 
in den nach oben berechneten Mengen gegeben wurde, als mi®lungen 
betrachtet werden, indem die Tiere noch vor dem beabsichtigten Ab- 
schlu8 der Versuche starben, und zwar in Versuchsreihe 1, 3 und 4, wie aus 
den Versuchsprotokollen zu ersehen ist, unter starkem Absinken des Blut - 
drucks. In Versuchsreihe 1 war auch die Kérpertemperatur in der Erepton- 
periode um 1°C héher als in der Vorperiode! (In Versuchsreihe 2 war die 
Blutdruckmessung miBlungen.) Als wir, um diese Erfahrung reicher, die 
Ereptonmenge an Tier V auf den vierten Teil der nach oben berechneten 
Menge reduzierten, war erst viele Stunden spiater eine Zunahme des 
Gaswechsels zu konstatieren, also hatten wir zu wenig gegeben. Erst 
in den drei letzten Versuchsreihen wuBten wir genau, wieviel Erepton 
zu geben sei: die Halfte der nach oben berechneten Menge. Diese 
Versuchsreihen, leider nur drei an der Zahl, sind in jeder Hinsicht 
gelungen. Trotzdem teilen wir am SchluB des Textes alle Daten, auch 
die der aus den oben angefiihrten Griinden miBlungenen Versuchs- 
reihen mit, hauptsichlich um zu zeigen, wie infolge der Giftwirkung 
gleichzeitig mit der Blutdrucksenkung auch der Gaswechsel abnimmt. 

Bei der nunmehr folgenden Besprechung unserer Versuchsergebnisse 
muBten die Ergebnisse der oben erwahnten fiinf Versuchsreihen un- 


1) Referiert in Malys Jahresber. f. Tierchem. 44, 1131. 
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beriicksichtigt bleiben, so daB wir es eigentlich nur mit Versuchs- 
reihen 6,7 und 8 zu tun haben. Es muB jedoch auch beziiglich dieser 
Versuchsreihen bemerkt werden, daB Versuche am Ende einer Reihe, 
in denen der Blutdruck erheblich abgenommen hatte, nicht mit in 
Rechnung gezogen wurden. 


Besprechung der Versuchsergebnisse. 


Der Umstand, daB in unseren Versuchen keine direkte Kalori- 
metrie ausgefiihrt wurde, ist ein Mangel, auf dessen Folgen und Be- 
deutung in der Mitteilung I') der ,,Tierischen Kalorimetrie™ hingewiesen 
wurde, und wird diesem Mangel dadurch nicht abgeholfen, wenn wir 
in jedem Versuch aus O,-Verbrauch und dem respiratorischen Quotienten 
die Wirmeproduktion berechnen. Diese Umrechnung haben wir an 
den Endergebnissen (s. weiter unten) vorgenommen, auBerdem aber, 
um zu sehen, wie sich der Grundumsatz unserer Hunde im Vergleich 
zu anderen diesbeziiglichen Angaben verhalt, an jedem Tiere die fiir 
O,-Verbrauch und respiratorische Quotienten in der Vorperiode er- 
haltenen Werte zu einem Mittelwert vereinigt, aus den O,-Werten mit 
Hilfe der Magnus-Levyschen Tabelle?) die Warmeproduktion berechnet 
und auf 24 Stuyden und 1 qm Koérperoberfliche bezogen (Tabelle I). 


Tabelle J. 





Ww odukt 
Durchschnittliche “ a Sed - 1 on 
Versuchsreihe K6rpertemperatur R..Q. te a 
pe Korperobertlache 


°C kg-Cal 


38,8 0,815 1084 
38,7 0,763 1010 
38,5 0,776 1059 
38,7 0,680(?) 880(?) 
38.8 0,716 910 
38,0 0,768 879 
38,7 0,865 955 
39,1 0,771 1071 


Sia woe 


Wie aus Tabelle I ersichtlich, sind die an unseren Tieren erhaltenen 
Werte durchweg weit héher als z. B. die, die Lusk*) an seinen beiden 
Hunden, die bei 26 bis 27°C untersucht wurden, erhielt, nimlich 
759 kg-Cal an ,,.Dog I und 784kg-Cal an ,,Dog II‘; aber zum Teil 
auch héher als die von Rubner erhaltenen Werte, die allerdings ihrer- 
seits ebenfalls héher sind als die Luskschen. So fand Rubner an einem 


') Paul Hari, diese Zeitschr. 152, 145, 1924. 
*) v. Noordens Handb. d. Pathol. d. Stoffwechsels, 2. Aufl., 1, 207, 1906. 
‘') Journ. of biol. Chem. 18, 31, 912 bis 913. 


Pein eet 
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bei 33°C hungernden Hunde!) an vier einander folgenden Tagen 907, 
861, 820 und 813 kg-Cal; an einem anderen bei 30 bis 32°C hungernden 
Hunde?) an vier Tagen 918, 871, 819 und 818 kg-Cal, an einem dritten 
Tiere*) bei 30°C 932 kg-Cal. (Alle diese Werte sind von uns auf Grund 
der Rubnerschen Originaldaten berechnet.) 

Andererseits fanden sich aber unter den von Héri*) an 17 bei 
27,5 bis 29°C hungernden Hunden sechs solche, deren Energieumsatz 
ebenso hoch war wie der meiner Versuchstiere. Seine nachstehenden 
Daten stellen den Mittelwert von je zwei Hungertagen dar. 


Versuchsreihe 2... . . . . 1007 kg-Cal 
Boa elk wine oa eee 
4 1041 
via sab oe 
6 «we. 2 ee 


feet ollie dna > Se 


DaB diese Werte mit keinem erheblichen Fehler behaftet sein 
kénnen, geht daraus hervor, daB in jedem Versuch auch die indirekte 
Kalorimetrie ausgefiihrt wurde, welch letztere in Versuchsreihe 2 um 
4 Proz. weniger, in Versuchsreihe 3 um 2 Proz. weniger, in Versuchs- 
reihe 4 um 0,6 Proz. weniger, in Versuchsreihe 5 um 2 Proz. mehr, 
in Versuchsreihe 6 um 6 Proz. weniger, in Versuchsreihe 12 um 3 Proz. 
mehr ergeben hatte. 

Angesichts der reichlichen Erfahrungen, die in diesem Institut 
im Laufe der Jahre iiber den Grundumsatz hungernder weiBer Ratten 
gesammelt wurden, kann es als feststehend erachtet werden, daB der 
auf die Einheit der Kérperoberfliche bezogene Niichternwert an nahezu 
allen bisher untersuchten erwachsenen Exemplaren eine ziemliche 
Einférmigkeit aufweist. Da kann man sich also des Verdachtes nicht 
erwehren, daB sowohl die Rubnerschen, wie auch die angefihrten 
Werte von Héri zu hoch ausgefallen sind. Und zwar kann man hier 
in erster Reihe vielleicht an die etwas zu hohe Umgebungstemperatur 
denken, wenn es auch im Plane jener Versuche gelegen war, sie bei 
der kritischen Umgebungstemperatur auszufiihren. Nun besteht aber 
keinerlei Zweifel dariiber, da8 die kritische Temperaturgrenze fiir 
verschiedene Tiere auch derselben Gattung, sofern sie Abweichungen 
im Wuchs, in der Behaarung, im Fettpolster usw. aufweisen, eine recht 
verschiedene ist, und gerade am Hunde werden diesbeziigliche Ver- 
schiedenheiten reichlich angetroffen. In jenen Versuchen wurde die 
kritische Temperaturgrenze, wie ja dies auch technisch kaum durch- 


1) Gesetze des Energieverbrauchs usw., 8. 323. 
2) Ebendaselbst, 8. 290. 

3) Ebendaselbst, 8S. 114. 

*) Diese Zeitschr. 66, 1, 1914. 
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fiihrbar gewesen wire, nicht fiir jedes einzelne Tier gesondert fest- 
gestellt, und so ist nichts leichter méglich, als daB bei einer Umgebungs- 
temperatur experimentiert wurde, die oberhalb jener Grenze lag, was 
dann selbstverstaéndlich zu einer Hyperthermie und zu einer konsekutiven 
Steigerung der Umsiitze gefiihrt haben muBte. In Lusks Versuchen 
hat man keinen Grund anzunehmen, daB die Umgebungstemperatur 
nicht richtig gewahit war, denn ob man iiber dieselbe hinausgeht oder 
aber darunter bleibt, in beiden Fallen wird man einen héheren und 
nicht einen geringeren Wert erhalten. Man wird also wohl sagen miissen, 
daB offenbar die Luskschen Werte die richtigeren sind, und dann wird 
wohl auch die Frage beantwortet werden miissen, warum unsere Werte 
um so vieles héher ausgefallen sind? Diesbeziiglich sei daran erinnert, 
da8B wir die ihrer Wiairmeregulation beraubten Tiere, um sie bei kon- 
stanter Koérpertemperatur zu erhalten, ohne einzeln ihre kritische 
Temperaturgrenze genauer zu kennen, in einem auf etwa 30° C erwarmten 
Thermostaten gehalten haben. Es gelang uns meistens recht gut, 
die anfiingliche Kérpertemperatur der Tiere konstant zu erhalten, und 
zwar je nach Bedarf durch starkeres Anwirmen bzw. durch Liiften 
des Thermostaten. Dabei konnte es aber geschehen, daB die Kérper- 
temperatur wiahrend der ganzen Versuchsdauer zwar konstant, jedoch 
durchweg héher gehalten war, als dem Tiere eigentlich zukam} da ja 
die Kérpertemperatur infolge des Aufbindens der Tiere, waihrend des 
Herauspraparierens der Carotis, der Vena jugularis und der Trachea, 
in die alle noch vor dem Kuraresieren Glaskaniilen eingebunden werden 
muBten, emporgeschnellt sein konnte. 

Fiir unsere héheren Werte léBt sich aber auch ein anderer Grund 
annehmen. Aus obiger Zusammenstellung ist niémlich ersichtlich, daB 
die respiratorischen Quotienten durchweg héher waren, als dem Hunger- 
zustand entspricht, woraus nur gefolgert werden kann, daB sich die 
Tiere nicht recht im Hungerzustand befunden haben. Ob vielleicht 
die letzte Futterration, die die Tiere nach unserer Weisung etwa 
24 Stunden vor Versuchsbeginn hiitten erhalten sollen, eine allzu 
groBe war, oder aber unsere Weisung, den Hunden wihrend der voran- 
gehenden 24 Stunden nichts mehr zu fressen zu geben, aus Versehen 
nicht befolgt wurde, laBt sich nach so langer Zeit nicht mehr kon- 
statieren. So viel laBt sich aber sicher sagen, daB wir durch den Vergleich 
mit diesen wohl etwas zu hohen Werten trotz allem ein klares Bild 
von dem EinfluB des eingefléBten Ereptons auf den Energieumsatz 
bzw. zunichst auf den O,-Verbrauch erhoffen konnten. 


Berechnung unserer Versuchsergebnisse. 


Bereits eine oberflichliche Betrachtung der Daten von Versuchs- 
reihen 6, 7 und 8 lehrt uns, daB der O,-Verbrauch der Tiere, nachdem 
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ihnen das Erepton beigebracht wurde, eine erhebliche Zunahme zeigt ; 
nur fragt es sich, wie man die Steigerung zahlenmaBig bewerten kann ? 

Am einfachsten ist es, den Zuwachs an umgesetzter Energie (bzw. 
in unseren Versuchen an verbrauchtem Sauerstoff) in Prozenten der 
vorangehenden Niichternwerte auszudriicken. Diese Berechnungsweise 
wird sehr haufig geiibt und ist fiir Versuchsreihen 6, 7 und 8, die aus 
den oben genannten Griinden allein geeignet sind, um aus ihren Er- 
gebnissen Schliisse zu ziehen, nachstehend durchgefiihrt. Wir haben 
in nachstehender Tabelle II innerhalb jeder Versuchsreihe den Mittel- 
wert erst fiir die Vorperiode, dann fiir jede der Ereptoneinfuhr folgende 
Stunde berechnet : 

Tabelle II. 
O,-Verbrauch pro | Minute in Normal-Kubikzentimetern. 








Versuchss Vordem 5 Erepton es Rap a LS ee Rn. 
reihe || Erepton | 1 Std. 2.Std. | 3.Std. | 4Std. | 5.Std. 6Std. | 7.Std.||  g 
6 52,9 58,1 61,4 68,4 68,0 66,7 63,4 | 61,9 || 40 
7 57,1 64,0 71,3 69,0 67,6 _— _ _ 3+ 
s 53,5 63,3 | 63,4 | 59,2 58,3 53,4 _ — |} 285 


Aus diesen Werten konnte dann der Zuwachs fiir jede Stunde 
bzw. auch fiir die ganze Dauer des Versuchs in Prozenten des Niichtern- 
wertes berechnet werden (Tabelle ITI). 


Tabelle II!. 


Prozentuale Zunahme des O,-Verbrauchs. 








: Wiahrend der Wihrend der Erepton 
Vereuches || ganzen Ver- | resorbiert 
reihe | 1. Std. | 2. Std. 3. Std. | 4.Std. | 5. Std. | 6. Std. | 7.Std. | ‘suchsdauer P 
6 9,8 | 16,1 | 293 | 285 | 26,1 19,8 17,0 21 40 
7 12,1 | 25,0 20,8 | 13,2 = — = 18 34 

8 18.3 | 184 | 10,6 89 | +0 — — | 14 28,5 


Diese Ergebnisse scheinen ganz plausible zu sein; sie zeigen, 
namentlich wenn man die prozentuale Steigerung fiir die ganze Versuchs- 
dauer berechnet (s. Tabelle III), eine Proportionalitit zwischen jener 
Steigerung und der Menge des resorbierten Ereptons. Auch sind unsere 
Ergebnisse recht gut mit denen von Graham Lusk in Einklang zu bringen. 
Von den Versuchen dieses Autors ist es Nr. 44"), in dem man Anstieg 
und Abfall in der Wirmeproduktion deutlich erkennen, welcher daher 
mit unseren Versuchen verglichen werden kann. In diesem Versuch 
wurden dem Tiere um 12 Uhr mittags 25g Glykokoll eingegeben und 
mit der Bestimmung der Wiirmeproduktion 1 Stunde spiater begonnen. 


1) Journ. of biol. Chem. 18, 155, 1912 bis 1913 (Tabelle im Anhang). 
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Der Energieumsatz des Tieres, dessen Grundumsatz vorangehend zu 
16,2 kg-Cal pro Stunde bestimmt wurde, stieg, wie die indirekte Kalo- 
rimetrie ergeben hatte, in der nachstfolgenden ersten, zweiten, dritten 
und vierten Stunde auf 21,12, 22,86, 24,75 und 22,70kg-Cal. Der 
stiindliche Zuwachs betrug also 4,92, 6,66, 8,55 und 6,50 kg-Cal, d. h. 
30,5, 41,1, 52,8 und 40,1 Proz. oder 43 Proz. im Mittelwert dieser 
4 Stunden. Warum die umsatzsteigernde Wirkung von 25g Glykokoll 
um so vieles héher war als die durch weit gréBere Mengen von Erepton 
erzeugte, soll weiter unten besprochen werden; hier sei auf folgenden 
Umstand aufmerksam gemacht. 


Alle diese Rechnungsergebnisse sind nur scheinbar richtig, denn sie 
gehen aus einer prinzipiell unrichtigen Berechnungsart hervor. Es ist 
namlich klar, daB man auf diese Weise, je nachdem man bloB die Dauer 
der maximalen Steigerung oder aber auch die Zeitdauer des voran- 
gehenden Anstiegs und des nachfolgenden Abfalls in Rechnung bringt, 
verschiedene Werte erhalt, und zwar richtigere, wenn auch geringere 
Werte, wenn die Periode des Anstiegs und des Abfalls mit beriicksichtigt 
wird. Da in unseren drei Versuchsreihen auf jede Stunde nach dem 
Einbringen des Ereptons ein bis zwei Versuche entfallen, so daB Anstieg, 
Maximum und Abfall recht gut beobachtet sind, ist an der Berechncng 
aus diesem Grunde wenig auszusetzen, wohl aber aus folgendem Grunde. 
Setzen wir den einfachsten Fall, der ja in Wirklichkeit nicht vorkommen 
kann, daB nimlich sowohl der Anstieg wie auch der Abfall ganz un- 
vermittelt, steil vor sich gehen und der stiindliche Zuwachs im Energie- 
umsatz stets ZCal betriigt, wihrend der stiindliche Grundumsatz 
G Cal betragen hatte. Nehmen wir weiter an, daB die Umsatzsteigerung 
einmal 2, ein anderes Mal aber 4 Stunden lang angedauert hitte, 
Dann betragt nach obiger Berechnungsart die Umsatzsteigerung im 


ersten Falle — - = . Proz., im zweiten Falle aber — ok . Proz. 
Es ergibt sich also fiir beide Fdlle dieselbe prozentuale Steigerung, wiewohl 
es klar ist, daB die Wirkung im zweiten Falle, weil sie doppelt so lange 


angedauert hatte, auch doppelt so groB war. 


Dieser Fehler ist ausgeschlossen, wenn man nicht die prozentuale 
Steigerung des Umsatzes im Verhiltnis zum Grundumsatz berechnet, 
sondern das Verhiltnis zwischen dem absoluten Wert der Umsatz- 
steigerung und der chemischen Energie, durch die jene Steigerung 
verursacht wurde, in Prozenten dieser chemischen Energie ausdriickt. 
Dieses Verhiilitnis ist die sogenannte spezifisch-dynamische Wirkung, 
fir die man aber einen richtigen Wert wieder nur erhalt, wenn man 
in der Lage ist, die Zunahme des Energieumsatzes in ihrem ganzen 
Umfange, also wahrend des Anstiegs, fiir die Dauer des Maximums 
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und wahrend der Riickkehr zum urspriinglichen Wert festzustellen- 
Wird, wie dies oft geschieht, nur die Periode der maximalen Steigerung, 
das ist sehr hiufig die zweite und dritte Stunde, in Rechnung gebracht, 
so muB man geringere Werte erhalten, da ja der wenn auch geringere 
Zuwachs zur Zeit des Anstiegs und des Abfalls fehlt. 

Aber hiervon auch abgesehen, werden sich verschiedene Werte 
ergeben miissen, wenn die spezifisch-dynamische Wirkung auf ver- 
schiedene Art berechnet wird. Rubner rechnet in den meisten seiner 
Versuche wie folgt. Betrigt der Zuwachs im Energieumsatz Z und die 


, , ; 2, BOOS: a = 
eingefiihrte chemische Energie EZ, so ist “- die gesuchte spezifisch- 


dynamische Wirkung. Nach Graham Lusk') ist aber diese Art der 
Berechnung aus zwei Griinden unrichtig. Erstens, weil z. B. nach 
EiweiBzufuhr ein Ansatz von Eiwei8 immerhin méglich ist, und 
richtigerweise nur das Eiwei8, dessen N im Harn erschienen ist, also das 
zersetzte EiweiB fiir die Ausiibung einer dynamischen Wirkung verant- 
wortlich gemacht werden kann. Zweitens aber, weil auch im Niichtern- 
zustande, mit dem ja die Periode nach der EiweiBzufuhr verglichen 
wird, Eiwei8 zersetzt wurde, daher es nicht angiangig ist, den Energie- 
gehalt des gesamten, nach der EiweiBzufuhr verbrannten EiweiBes in 
Rechnung zu bringen, sondern nur die Differenz D zwischen dem 
Energiegehalt des nach und vor der Eiweifzufuhr verbrannten EiweiBes. 
Richtigerweise ist demnach nach Lusk die spezifisch-dynamische 
Wirkung gleich 100 5 
D 

In Versuchen, wie es die unsrigen sind, wo der Energiegehalt 
des resorbierten Stoffes wohl bekannt ist, der Harn-N jedoch nicht 
bestimmt wurde, kann die spezifisch-dynamische Wirkung nur nach 
Rubner berechnet werden. Doch sind, abgesehen von dem Fehler, 
der nach der Ansicht von Lusk dieser Berechnungsart innewohnt, 
von unseren Versuchen recht genaue Ergebnisse zu erwarten, da ja 
der O,-Verbrauch bei der Zuntz-Geppertschen Versuchseinrichtung, 
wenn nur die Probenahmen in haufigen Intervallen erfolgen, in seinem 
Verlauf (Anstieg, Maximum, Abfall) gut verfolgt werden kann. Die 
Genauigkeit, die hierbei resultiert, 14Bt sich noch erhéhen, wenn man 
wie folgt vorgeht. Wir tragen innerhalb jeder Versuchsreihe den in 
den einzelnen Probenahmen konstatierten Zuwachs, der sich aus den 
Daten der Versuchsprotokolle am SchluB des Textes ergibt (nicht 
die zusammengezogenen Werte der Tabelle IL!), in Kubikzentimetern 
ausgedriickt als Ordinaten in ein Koordinatensystem ein, auf dessen 


1) Journ. of biol. Chem. 12, 352, 1912. 
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Abszissenachse der Zeitpunkt der Probenahmen aufgezeichnet ist. 
Durch die Schnittpunkte ziehen wir in jeder Versuchsreihe die 
entsprechende Kurve und erhalten so eine von der Kurve und der 
Abszissenachse eingeschlossene Fléche, die, ausgemessen, ohne weiteres 
den Zuwachs im O,-Verbrauch ergibt. 





a— + + ee 
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Lunanme des 0,-Verbrauches; CCM 
© 
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Abb. 1. Versuchsreihe 6. 
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Zumanme es O,-Verorouches; ccm 





Zunanme des OrVerbrauches; CCM 




















3 = 
L 0 . ! 
“oh 2 yh 2* »* a s* 
Abb. 2. Versuchsreibe 7. Abb. 3. Versuchsreihe 8. 


In Versuchsreihe 8 war der O,-Verbrauch noch wihrend der 
Versuchsdauer zur Abszisse, das ist zum Niichternwert, zuriickgekehrt, 
die auszumessende Fliche war also eine geschlossene. In Versuchs- 
reihen 6 und 7 war aber dies nicht der Fall, obgleich die Riickkehr 
des O,-Verbrauchs zum urspriinglichen Wert auch hier bereits in vollem 
Gange war, als der Versuch aus éuBeren Griinden — nicht infolge des 
Zustandes der Tiere wie in Versuchsreihen | bis 4 — abgebrochen wurde. 
Es war aber auch in Versuchsreihen 6 und 7 leicht, dem nach abwiirts 

20 * 
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(gegen die Abszisse) gerichteten Schenkel der Kurve durch einfache 
Verlangerung den Verlauf zu geben, den sie bei langerer Versuchsdauer 
offenbar genommen hitte. Da8 der durch Konstruktion erhaltene 
Kurvenabschnitt (in Abb. 1 und 2 gestrichelt dargestellt) von dem 
wahrscheinlichem Verlauf nicht wesentlich abgewichen sein dirfte, 
wird wohl zugegeben werden miissen, desgleichen auch, daB der Be- 
rechnungsfehler, den wir auf diese Weise begingen, nur ein geringer 
gewesen sein konnte. 

Die Einzeldaten fiir den Zuwachs im O,-Verbrauch, aus denen 
dann die Kurven in Abb. 1, 2 und 3 konstruiert wurden, sind die folgen- 
den: 

Versuchsreihe 6: 4,3, 6,2, 6,4, 10.7, 15,5, 15,1, 13,8, 10,5, 9,1 eem 

pro Minute. 

Versuchsreihe 7: 3,5, 10,3, 16,5, 11,9, 11,9, 7,5cem pro Minute. 

Versuchsreihe 8: 8,2, 11,4, 9,9, 5,7, 4,8, Ocem pro Minute. 

Ausgemessen ergaben die Flachen fir den O,-Mehrverbrauch : 


in Versuchsreihe 6... . . . 4,40 Liter, 
- De ass“ wre 
ae * i 


> 9 


Wird fir den kalorischen Wert des verbrauchten Sauerstoffs ein 
Durchschnittswert von 4,8kg-Cal pro Liter eingesetzt, so erhalten 
wir fiir den Zuwachs an produzierter Warme: 


in Versuchsreihe 6... . . 21,1 kg-Cal, 
feel 
rn. 


An nutzbarer Energie, die wir laut 8. 287 berechnet haben, wurden 
eingefiihrt im resorbierten Erepton: 
in Versuchsreihe 6... . . 40 x 3,3 = 132 kg-Cal, 
Os So 34x33=112 ,, 
- te S8.....2x38= 6 ,, 
Dann ergeben sich fiir die spezifisch-dynamische Wirkung des 
Ereptons die Werte: 


> 


: : _ 21,1.100 | 

in Versuchsreihe 6: 132 == 16, 

in Versuchsreihe 7: 13,5. 300 = 1, 
112 

in Versuchsreihe 8: = = 8'/,, 


im Mittelwert der drei Versuchsreihen = 12. 


Auf Grund dieses Ergebnisses l4Bt sich wohl sagen, daB der eingangs 
aufgeworfene Einwand, wonach aus der Wirkung der rein isolierten 
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Aminoséuren nicht auf die des intakt eingefihrten EiweiBes gefolgert 
werden darf, nicht stichhaltig ist; denn auch den in Form von Erepton 
eingefihrten Aminosiuren kommt eine ausgesprochene umsatz- 
steigernde Wirkung zu. DaB diese Wirkung nicht besonders stark ist, 
erklart sich ohne weiteres aus dem Umstande, daB das MuskeleiweiB 
verhaltnismaBig wenig gerade von den beiden Aminoséuren Glykokoll 
und Alanin enthalt [nach Abderhalden und Sasaki!) 5 Proz. Glykokoll 
und 4 Proz. Alanin, nach Osborne und Jones*) 2 Proz. Glykokoll und 
3,7 Proz. Alanin], denen laut den Untersuchungen von Lusk und von 
Grafe die starkste Wirkung zukommt. In weit gréBeren Mengen enthilt 
das MuskeleiweiB solche Aminoséuren, deren Wirkung eine viel geringere, 
bzw. gar Null ist, wie z. B. nach Lusk die der Glutaminsiéure. 

Die auBerordentlich starke Wirkung, die Schépp*) von abgebautem 
EiweiB am Menschen erhielt, ist sehr merkwiirdig und bedarf noch 
einer néheren Erklarung. 

Die Neuberechnung der oben mitgeteilten Versuche wurde auf 
Anregung und unter Leitung des Herrn Prof. Héri ausgefihrt. 


1) H. 51, 404, 1907. 
2) Amer. Journ. of Physiol. 24, 437, 1909. 
8) Dentsch. Arch. f. klin. Med. 110, 284, 1913. 
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Der Verwendungsstoffwechsel siurefester Bakterien. 


Ill. Mitteilung: 


Die Nahrungsbediirfnisse des Hihnertuberkelbazillus; 
sein Wachstum beim Aufbau aus einfachen chemischen Verbindungen. 


Von 
Seigo Kondo (Kanasawa). 


(Aus der bakteriologisch-hygienischen Abteilung des Stadtischen hygienischen 
Universitatsinstituts in Frankfurt a. M.) 


(Eingegangen am 16. Oktober 1924.) 


In zwei vorhergehenden Mitteilungen in dieser Zeitschrift (Bd. 145 
und 146) berichteten wir tiber den Verwendungsstoffwechsel der sapro- 
phytischen siéurefesten Bakterien und iiber den der Kaltbliitertuberkel- 
bazillen. Mit der folgenden Mitteilung beginnen wir die Besprechung 
des Verwendungsstoffwechsels der Warmbliitertuberkelbazillen. Uber 
die wesentlichen Ergebnisse haben bereits vor einiger Zeit H. Braun 
und S. Kondo berichtet'). 

Zunichst wollen wir den Verwendungsstoffwechsel des Hiihner- 
tuberkelbazillus behandeln. Wir méchten an dieser Stelle nicht die 
gesamte Literatur, die sich mit den Eigenschaften und dem Stoff- 
wechsel des Hiithnertuberkelbazillus beschiftigt, besprechen und ver- 
weisen auf die grundlegenden Arbeiten von Weber und Bofinger*), 
von Max Koch und Lydia Rabinowitsch*), von Long*) und auBerdem 
auf die zusammenfassenden Darstellungen von Straus), Calmette®) 
und Léwenstein’). 


1) Der Verwendungsstoffwechsel des Tuberkelbazillus, Klin. Wochen- 
schrift 1924, Jahrg. 3, Nr. 1. 

2) Tuberkulosearbeiten aus dem Kaiserlichen Gesundheitsamt, H. 1, 
1904. 

8) Virchows Arch. 190, Beiheft. 

4) The Chemistry of Tuberculosis, Baltimore 1923. 

5) La tuberculose et son bacille, Faris 1895. 

*) L’infection bacillaire et la tuberculose, Paris 1920. 

7) Vorlesungen iiber Tuberkulose. Jena, Fischer, 1920. 
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Systematische Untersuchungen tiber den Verwendungsstoffwechsel 
des Hiihnertuberkelbazillus, die den Forderungen, welche H. Braun 
und seine Mitarbeiter’) in ihren Arbeiten aufgestellt haben, entsprechen 
wiirden, liegen zurzeit nicht vor. 

Die Versuchstechnik ist dieselbe gewesen, wie sie in den vorher- 
gehenden Mitteilungen ausfihrlich beschrieben ist. Wir diirfen, um 
Wiederholungen zu vermeiden, auf diese Arbeiten verweisen. 

Die verwendeten Stamme waren folgende: 

Nr. 1. Stamm von Hithnertuberkelbazillen, den wir dem Reichs- 

gesundheitsamt verdanken. 

Nr.2. Stamm von Vogeltuberkelbazillen, den uns das Reichs- 
gesundheitsamt zur Verfiigung stellte. 

Nr.3. Stamm von Hithnertuberkelbazillen, den wir aus der 
Sammlung des Kochschen Instituts in Berlin erhalten 
haben. 

Nr. 4. Stamm von Gefliigeltuberkelbazillen, den wir der Tier- 
arztlichen Hochschule in Berlin verdanken. 

Am eingehendsten untersucht wurden von uns der Hiihnertuberkel- 
bazillenstamm Nr.1, den wir vom Reichsgesundheitsamt erhalten 
haben und den wir in folgendem als ,,Hihnertuberkelbazillus kurzweg 
bezeichnen wollen und der Stamm Nr. 4, den wir ,,Gefliigeltuberkel- 
bazillus* nennen. Die anderen zwei Stiéimme wurden nur bei der Be- 
arbeitung der wichtigsten ernahrungsphysiologischen Fragen heran- 
gezogen. 

1. Der Hiihnertuberkelbazillus zeigt folgendes Verhalten: a) Morpho- 
logisch: Die von Glycerinagarkulturen angefertigten Ausstrichpraparate 
bestehen aus sehr kurzen gram-positiven und siurefesten Stabchen. 
b) Auf den gewéhnlichen Laboratoriumsnihrbéden: Auf dem LKierndhr- 
boden von Lubenau wiichst der Hiihnertuberkelbazillus in einem iippigen, 
feuchten, schmierigen gelblich-weiBen, héckerigen Belag. Auf gewéhnlichem 
Ndhragar ist auch nach wochenlanger Bebriitung kein Wachstum fest- 
stellbar. Auf Loef/lerserum tritt nach mehreren Wochen zartes Wachstum 
ein, der Rasen ist trocken, besteht aus Ziehl-positiven Staébchen. In der 
gewoéhnlichen Ndhrbouillon wiichst er nicht sehr reichlich in Form eines 
kriimeligen Bodensatzes; in der Trypsinbouillon ist ebenfalls ein geringes 
Wachstum in Form eines kriimeligen Bodensatzes feststellbar. Aus dem in 
dieser Nahrfliissigkeit vorhandenen Tryptophan wird kein Indol gebildet. 
In der Petruschkyschen Lackmusmolke ist kein Wachstum eingetreten. 
Auch auf einem Nahragar, dem | Proz. Mannit, Maltose oder Saccharose 
zugesetzt war, trat kein deutliches Wachstum ein. Wurde dem Nahragar 
Traubenzucker zugesetzt, so trat geringes Wachstum ein. Auch auf dem 
mit nichttraubenzuckerfreiem Milchzucker versetzten Nihragar war nach 
mehrwichiger Bebriitung zartes Wachstum nachweisbar. Ausgezeichnet 
wuchs der Stamm auf 1 proz. Glycerinagar. Der Rasen war iippig, weiBlich, 


1) Diese Zeitschr. 181, 145, 146. 
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feucht, die Oberfliche leicht héckerig. Beim Verreiben der Kultur lieBen 
sich die Bakterien leicht auf dem Objekttrager verteilen. Das Wachstum 
in der Glycerinbouillon war gleichfalls 6fters ein gutes; es bildete sich ein 
Bodensatz und des éfteren auch ein zartes, weiBliches, nicht gefaltetes 
Hautchen. Aufgefallen ist uns aber, daB die Ziichtung in Glycerinbouillon 
nicht immer gelungen ist. 

Wir haben auch Tierversuche angestellt, und zwar infizierten wir 
Kaninchen, Meerschweinchen und Hiihner. Das Verhalten des Hiihner- 
tuberkelbazillus im Tierexperiment war folgendes: Subkutan infizierte 
Meerschweinchen zeigten nach einiger Zeit eine starke Schwellung der zu- 
gehérigen Lymphdriisen, es kam zur AbszeBbildung, zum Durchbruch und 
zur Geschwiir- und Fistelbildung. Nach mehreren Wochen heilte dieser 
InfektionsprozeB aus. Nach 3 Monaten haben wir die Tiere getétet und 
seziert. Es wurden weder geschwollene Lymphdriisen noch tuberkulése 
Prozesse an den inneren Organen nachgewiesen. 

Die subkutan infizierten Kaninchen zeigten folgendes Verhalten: 
An der Injektionsstelle entwickelte sich nach einigen Tagen eine deutliche 
Schwellung, die in der nachsten Zeit zunahm. Die zugehérigen Driisen 
waren stark geschwollen. Nach mehreren Wochen entwickelte sich ein 
AbszeB. Wurden die Tiere nach 3 Monaten getétet, so fand man einen groBen 
abgekapselten AbszeB an der Infektionsstelle, mit kasigem Eiter erfiillt, vor. 
In den Organen lie8 sich aber eine Tuberkulose makroskopisch nicht fest- 
stellen. 

Hiihner infizierten wir teils durch subkutane Injektion, teils durch 
Fiitterung. Subkutan infizierte Tiere starben nach mehreren Monaten. Der 
Sektionsbefund an einem solchen Tiere mége als Beispiel mitgeteilt werden: 
An der Injektionsstelle fand sich kein Eiter. Die Leber war von zahlreichen 
kleinen und mittelgroBen gelblichen Knoten durchsetzt, die Milz stark ver- 
gréBert, ebenfalls von kleinen, gelblichen Herden erfiillt; die Lunge ohne 
Knétchen; in der Milz und Leber sind mikroskopisch kurze siurefeste 
Stabchen nachweisbar gewesen. Die Infektion durch Fiitterung wurde 
so vorgenommen, daB eine iippig gewachsene Kultur auf Lubenaunihrboden 
mit 3cem Kochsalzlésung abgeschwemmt wurde. Diese Aufschwemmung 
wurde auf das Kérnerfutter getropft. Die Hiihner lebten mehrere Monate 
nach der Infektion. Als Beispiel mége der Sektionsbefund eines nach 
5 Monaten getéteten Huhnes angefiihrt werden: Im Darm befanden sich 
sehr zahlreiche gelbliche Knoten von fester Konsistenz, die Darmschleimhaut 
war an der Stelle der Geschwiilste des dfteren geschwiirig verindert. In 
den Knoten fanden sich im Ausstrichpraéparat siurefeste Stébchen. Die 
Leber und die Milz enthielten bei diesem Tiere keinerlei tuberkulése Ver- 
anderungen. 

2. Der Vogeltuberkelbazillus vom Reichsgesundheitsamt zeigte folgendes 
Verhalten: a) Morphologisch: Von Glycerinagar angefertigte Praparate 
bestehen aus mittellangen gram-positiven und séurefesten Stabchen. 
b) Kulturell: Auf Lubenaundhrboden wichst er in Form eines feuchten, 
gelblichen, schmierigen, leicht héckerigen Belages. In der gewéhnlichen 
Ndhrbouillon vermehrt er sich am Boden des Nahrkolbens, triibt die Nahr- 
fliissigkeit nicht. Der Bodensatz ist kriimelig und 14Bt sich in Schlieren 
aufwirbeln. Er besteht aus Ziehl-positiven Stabchen. In der Glycerinbouilion 
ist das Wachstum des éfteren kein besonders iippiges und lat langere 
Zeit auf sich warten. Nach langerer Bebriitung entwickelt sich aber ein 
iippiger Bodensatz und manchmal auch ein zartes weiBliches Hiautchen. 
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Die Tierexperimente haben folgendes ergeben: Subkutan infizierte 
Meerschweinchen zeigen nach einigen Tagen eine Schwellung an der Infek- 
tionsstelle, die in der nichsten Zeit zunimmt. Es kommt zum Durch- 
bruch und es entleert sich ein kasiger Eiter. Die Schwellung geht nach 
einiger Zeit zuriick, es bleibt aber haufig eine Fistel zuriick. Auch diese 
heilt nach einiger Zeit ab. Die nach 3 Monaten getéiteten Tiere zeigen auBer 
dem ausgeheilten ProzeB an der Infektionsstelle keinerlei tuberkulése 
Verinderungen an Driisen und inneren Organen. 

Die subkutan infizierten Kaninchen zeigen an der Injektionsstelle 
deutliche Schwellung; diese geht gelegentlich bis zur AbszeBbildung. Die 
nach 3 Monaten getéteten Tiere weisen auBer abgekapselten Infiltraten 
oder Abszessen an der Infektionsstelle und an den inneren Organen keinerlei 
pathologisch-anatomische Verinderungen auf. 

Die subkutan infizierten oder gefiitterten Hiihner zeigen, nach mehreren 
Monaten getétet (5 bis 6), keinerlei Veranderungen. Dieser Stamm ist 
also fiir Hiihner nicht mehr virulent. 

3. Der Hiihnertuberkelbazillenstamm des Kochschen Instituts, den 
wir im folgenden ,,Typus gallinaceus** kurzweg nennen, verhielt sich mor- 
phologisch wie die oben beschriebenen. Auf den tiblichen Laboratoriums- 
naihrbéden wuchs er in folgender Weise: Auf Lubenaundhrboden und auf 
Glycerinagar entwickelt sich nach einigen Wochen ein feuchter, unebener, 
zusammenhiangender Belag. Auf gewéhnlichem Ndhragar war kein sicheres 
Wachstum feststellbar. Auf Loefflerserum bildete sich ein zarter Rasen, 
der aus siurefesten Stibchen bestand. In gewéhnlicher Bouillon trat nach 
langerer Bebriitung ein Wachstum im Bodensatz ein, ebenso in der Trypsin- 
bouillon. Indol war in dieser Nahrfliissigkeit nach mehrwéchiger Bebriitung 
nicht nachweisbar. In der Petruschkyschen Lackmusmolke wuchs er nicht. 
Auch auf einem Nahragar, dem 1 Proz. Mannit, Maltose oder Saccharose 
zugesetzt war, trat kein sicheres Wachstum ein. Auf Nahragar, der Trauben- 
zucker oder Milchzucker enthielt, konnte geringes Wachstum festgestellt 
werden. 

Tierversuche mit diesem Stamm konnten wegen Tiermangels nicht 
angestellt werden. 

Der Gefliigeltuberkelbazillenstamm von der Tierarztlichen Hochschule 
Berlin wies folgende Eigenschaften auf. Mikroskopische Praparate von 
Glycerinagar bestehen aus kurzen gram-positiven, saéurefesten Stabchen. 
Auf Lubenaundhrboden bildet sich ein feuchter, gelblicher, schmieriger Belag. 
In der gewdhnlichen Bouillon wichst er in Form eines feinkriimeligen 
Bodensatzes, ebenso in der Glycerinbouillon. In dieser bildet sich des dfteren 
auch ein zartes Hiautchen an der Oberfliche aus. 

Im Tierexperiment verhielt er sich folgendermaBen: Subkutan in. 
fizierte Meerschweinchen zeigen eine starke Schwellung der zugehérigen 
Lymphdriisen. Es kommt zur AbszeBbildung. Nach 3 Monaten getétet. 
zeigen die Tiere auBer den Verinderungen an der Infektionsstelle keinerlei 
tuberkulése Prozesse an den inneren Organen. Als Beispiel des Verhaltens 
der subkutan infizierten Kaninchen mige kurz folgendes Protokoll wieder- 
gegeben werden: Ein Kaninchen vom Gewicht von 1170 g wird am 5. Sep- 
tember 1922 subkutan mit Gefliigeltuberkelbazillen in der Kniefalte in- 
fiziert. Am 21. September entsteht an der Infektionsstelle ein AbszeB, der 
in der nachsten Zeit nicht wesentlich an GréBe zunimmt. Am 21. Dezember 
wird das Tier getétet. Der Sektionsbefund ist folgender: An der Infektions- 
stelle befindet sich ein groBer Sack, der einen fibrinésen Belag besitzt. 
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In der Bauchhéhle sind weder geschwollene Driisen vorhanden, noch ist 
an den inneren Organen ein pathologischer Befund zu erheben. In der 
Brusthéhle keine Fliissigkeit, in beiden Unterlappen der Lunge befinden 
sich zahlreiche grauweiBe Herde, in denen reichlich kurze, schlanke, séure- 
feste Stiibchen nachweisbar sind. Die mit dem Gefliigeltuberkelbazillus 
gefiitterten Hiihner, nach 5 Monaten getétet, zeigen an verschiedenen Stellen 
des Darmes Geschwiire und weiBgelbliche Knoten, in denen sparlich saure- 
feste Bakterien nachweisbar sind. 

Bevor wir auf die Besprechung der Verwertbarkeit der verschie- 
denen Kohlenstoff- und Stickstoffquellen durch den Hihnertuberkel- 
bazillus zu sprechen kommen, miissen wir einige Vorbemerkungen 
machen. Wie bei den iibrigen séurefesten Bakterien empfiehlt sich 
auch hier, die erste Beimpfung der kiinstlichen Nahrbéden von festen 
Nahrbéden, entweder Glycerinagar oder Lubenaunaihrboden vorzu- 
nehmen. Die Beimpfung geschieht mit einer groBen Ose oder einem 
kleinen Spatel; dabei ist zu beachten, daB sich bei diesen Bakterien 
das geimpfte Material leicht in Form eines sehr zarten bldulichen Hdutchens 
auf der Oberjfliche der Ndhrfliissigkeit ausbreitet. Wird dann bebriitet 
und spiter die Besichtigung vorgenommen, so kann Wachstum und 
Hiautchenbildung vorgetiuscht werden. Es muB deshalb nach jeder 
Beimpfung die Kultur sofort betrachtet werden, und zwar, wie wir es 
friiher schon mitgeteilt haben, bei durchfallendem, nicht auffallendem 
Lichte, und der Befund'nach der Impfung im Protokoll genau be- 
schrieben werden. 

Da man bei der Priifung des Verwendungsstoffwechsels auBer- 
ordentlich einfache, nihrstoffarme Niahrfliissigkeiten benutzt, so stellt 
man an die Mikroorganismen besonders hohe Anforderungen. Es 
bleibt deshalb des éfteren in einem solchen einfachen Nahrboden das 
Wachstum aus, wenn die Beimpfung von einem ndhrstoffreichen, bowillon- 
oder eierhaltigen Nihrboden vorgenommen wurde, es tritt aber auf, 
wenn die Beimpfung von einem kiinstlichen nihrstoffreicheren Nahr- 
boden vorgenommen wird. Wir gehen deshalb meist so vor, daB wir 
zunéchst Kulturen in einem Nihrboden gewinnen, der auBer den 
notwendigen Mineralien Ammoniak als Stickstoffquelle und zwei 
Kohlenstoffquellen (z. B. Acetat und Glycerin) enthalt. Naheres tiber 
diese Nihrbéden findet sich in unseren friiheren Mitteilungen. Erst 
von dieser Niahrfliissigkeit wird auf einfachere kiinstliche Nahrbéden 
verimpft. Selbstverstindlich miissen stets mehrere Passagen (mindestens 
fiinf) ausgefiihrt werden, und die Niahrbéden miissen ldngere Zeit 
bebriitet werden. Wir lieBen unsere Kulturen 2 Monate bei 37° 
stehen. 

Bei den séurefesten Saprophyten und bei den Kaltbliitertuberkel- 
bazillen haben wir die bemerkenswerte Feststellung gemacht, da 
diese Mikroorganismen auch in einer Nihrfliissigkeit zu wachsen ver- 
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mégen, die stickstofffrei ist, so daB wir zu dem SchluB kamen, daB 
diese Lebewesen ihren Stickstoffbedarf aus den Spuren stickstoff- 
haltiger Verunreinigungen der Brutschrankluft decken. Diese Tatsache 
ist natirlich von besonderer Bedeutung bei der Priifung der verschie- 
denen stickstoffhaltigen Substanzen als Nahrstoffe. 


Wir haben deshalb analoge Versuche mit dem ,,Hiihnertuberkel- 
bazillus** und dem_ ,,Gefliigeltuberkelbazillus“ ausgefiihrt. In einer 
Nihrlésung, die in 100 cem Wasser 0,5 g NaCl,-0,2 g Phosphatgemisch 
(1 Teil primares, 3 Teile sekundires Kaliumphosphat), 0,005g Magnesium - 
sulfat, 0,5 g Natriumacetat oder 0,5 g Glycerin enthielt (py 7,1), wuchs 
der Hiihnertuberkelbazillus und der Gefliigeltuberkelbazillus in Passagen. 
Das Wachstum war ein langsames. Es geht aus diesen Versuchen 
hervor, daB auch der Hiihnertuberkelbazillus die stickstoffhaltigen Ver- 
unreinigungen der Brutschrankluft als Stickstoffquelle verwertet'). 

Bei den saurefesten Saprophyten haben wir erfahren, daB diese 
auch die kohlenstoffhaltigen Verunreinigungen der Luft als Kohlenstoff- 
quelle ausnutzen, daB dagegen die Kaltbliitertuberkelbazillen dazu 
nicht befahigt sind. Das letztere gilt auch von den Hiihnertuberkel- 
bazillen; in einer Nihrfliissigkeit, der eine Kohlenstoffquelle fehlt, 
sind sie nicht imstande zu wachsen. Der Nahrboden, in welchem z. B. 
der Timotheebazillus ‘zu wachsen imstande ist, nicht dagegen der 
Hithnertuberkelbazillus, hat folgende Zusammensetzung gehabt: in 
100 cem Wasser 0,5 g NaCl, 0,5 g Ammoniumsulfat, 0,005 g Magnesium- 
sulfat, 0,2 g Phosphatgemisch. 


A. Verwertung der Kohlenstoffquellen. 


Bei der Untersuchung der Kohlenstoffquellen gingen wir von 
einer Stammlésung aus, die in 100 ccm doppelt destillierten Wassers 
1 g NaCl, | g Ammoniumsulfat, 0,01 g Magnesiumsulfat, 0,4 g Phosphat- 
gemisch enthielt. Sie reagierte auf Lackmus schwach alkalisch, py, nach 
Michaelis bestimmt, betrug meistens 7,1. 1 proz. Lésungen der ver- 
schiedenen Kohlenstoffquellen wurden in gleichen Teilen mit der 
Stammlésung zusammengemischt, so daB der Prozentgehalt der fertigen 
Niahrlésung an den verschiedenen Substanzen auf die Hilfte der Stamm- 
lésung gesunken ist. Jede Nihrlésung wurde vor der Benutzung auf 
Reaktion gepriift und, wenn nétig, mit n-Sodalésung neutralisiert. 
Wir erinnern daran, daB in diesen Nihrbéden die kohlenstoffhaltige 
Substanz stets die einzige Kohlenstoff- und Energiequelle bildet. Die 
Ziichtungen wurden alle bei 37° vorgenommen. 


1) An diesen Untersuchungen war Fraulein Dr. R. Goldschmidt, Assi- 
stentin am Institut, beteiligt. 
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a) Verwertung der organischen Sduren. 

Als einfachste Kohlenstoffquelle wurde Ameisensdéure gepriift. 
Als ameisensaures Natrium in %proz. Konzentration wurde sie vom 
Hihnertuberkelbazillus und vom Gefliigeltuberkelbazillus nicht benutzt. 
Es lieBen sich keinerlei Zuchten in Passagen durchfihren. 

Dagegen erwies sich auch bei dem Hihnertuberkelbazillus die 
Essigsdure als eine brauchbare Kohlenstoffquelle. Alle von uns hier 
untersuchten vier Hiihnertuberkelbazillenstémme lieBen sich in Passagen 
zichten. Das Wachstum trat nur bei dem als Gefliigeltuberkelbazillus 
bezeichneten Stamm zégernd auf, lieB sich aber ohne Schwierigkeiten 
in Passagen durchfithren. Wir bedienten uns bei unseren Versuchen 
des Natriumacetats in 4proz. Konzentration. Als Beispiel mége ein 
Versuch mit dem _ ,,Hiihnertuberkelbazillus wiedergegeben werden: 
Am 18. Juli 1923 wurde vom Glycerinagar in einen Acetatnahrboden 
abgeimpft. Am 7. August waren die Kulturen gut gewachsen; am 
8. August wurde von dieser Kultur die erste Passage angelegt, die am 
21. August gut gewachsen war. An diesem Tage wurde die zweite 
Passage, am 8. September die dritte, am 25. September die vierte, 
am 16. Oktober die fiinfte Passage abgeimpft. Die letztere war bereits 
am 31. Oktober gut gewachsen. Das Wachstum duBerte sich in der 
Bildung eines zarten Hautchens und eines weiBlichen kriimeligen 
Belages am Boden der Kélbchen. Die Staébchen waren stets Ziehl- 
positiv. Eine Vermehrung von Acetat verschlechterte das Wachstum: 
Bei 0,5 Proz. war schnelleres und tippigeres Wachstum feststellbar als 
bei 1 oder 2 Proz. 

Propionsdure und Butterséure, in 0,5proz. Konzentration als 
Natriumsalze verwendet, konnten von den vier untersuchten Hihner- 
tuberkelbazillenstammen nicht als Kohlenstoffquellen verwertet werden, 
wahrend sie, wie aus friiheren Veréffentlichungen hervorgeht, von den 
siurefesten Saprophyten und den Kaltbliitertuberkelbazillen benutzt 
werden. 

Die Oxalsdure, als oxalsaures Ammonium, wurde von dem Hiihner- 
tuberkelbazillus und dem Gefliigeltuberkelbazillus nicht verwertet. 

Was die Milchsdure betrifft, so wurde dieselbe von dem Hihner- 
tuberkelbazillus, von dem Gefliigeltuberkelbazillus und von dem als 
Typus gallinaceus bezeichnetem nicht verwertet. Nur der als Vogel- 
tuberkelbazillus bezeichnete Stamm lie8 sich mit Milchsiure als einziger 
Kohlenstoffquelle ziichten. Das Wachstum war allerdings ein sehr 
langsames. Zu fiinf Passagen bedurfte es der Zeit von 6 Monaten; 
es sei hier daran erinnert, daB dieser Stamm nicht fiir Hiihner virulent 


war. 
Die Bernsteinsdure, die A pfelsdure, die Weinsdure, die Citronensdure, 
in 0,5 proz. Konzentration als einzige Kohlenstoffquellen, wurden vom 
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Hiihnertuberkelbazillus und vom Gefliigeltuberkelbazillus in wieder- 
holten Versuchen nicht assimiliert. 

Von den untersuchten organischen Séuren der Fettreihe wurde 
demnach nur die Essigsdéure regelmaBig und gut verwertet. 


b) Verwertung von Alkoholen. 

Bei Arbeiten mit fliichtigen Alkoholen.wurden die Wattestopfen 
der Kélbchen paraffiniert, um die Verfliichtigung zu verhindern. Durch 
Kontrollversuche an gut verwertbaren Kohlenstoffquellen, z. B. Acetat, 
iiberzeugten wir uns davon, daB die im Kélbchen eingeschlossene 
Sauerstoffmenge zum Wachstum geniigte. 

Methylalkohol wurde vom Hiihnertuberkelbazillus und dem Ge- 
fliigeltuberkelbazillus nicht verwertet. 

Das gleiche gilt vom Athylalkohol. In einer Nahrflissigkeit, die 
1, Proz. Athylalkohol als einzige Kohlenstoffquelle enthielt, konnte 
sich der Hiithnertuberkelbazillus und der Gefliigeltuberkelbazillus nicht 
vermehren. 

Auch der Amylalkohol war nicht angreifbar. 

Was nun das Glycerin betrifft, so verhielten sich die hier unter- 
suchten Mikroorganismen folgendermaBen: Der Nahrboden enthielt 
auBer den notwendigen Mineralien und Ammoniak als Stickstoffquelle 
0.5 Proz. Glycerin. Sowohl der Hithnertuberkelbazillus als auch der 
Gefliigeltuberkelbazillus wuchsen in einem solchen Niahrboden, vom 
Glycerinagar abgeimpft, manchmal gar nicht, lieBen sich aber in wieder- 
holten Versuchen in Passagen ziichten. Es dauerte allerdings éfters 
auBerordentlich lange Zeit, um die fiinf Passagen in diesem Nahrboden 
zu ziichten: So bedurfte man in einem Versuch beim Hihnertuberkel- 
bazillus 9 Monate, beim Gefliigeltuberkelbazillus 8 Monate zu fiinf 
Passagen. Diese Feststellung ist bemerkenswert, da das Glycerin in 
den iiblichen bouillonhaltigen Nahrbéden eine besonders giinstige 
Kohlenstoffquelle fiir Hiihnertuberkelbazillen darstellt. Das trifft 
aber offenbar nur dann zu, wenn noch andere Kohlenstoffquellen 
gleichzeitig anwesend sind. Ist Glycerin allein vorhanden, so wird es 
von dem Hithnertuberkelbazillus nicht immer erfolgreich angegriffen. 

Mannit wurde in \proz. Konzentration als einzige Kohlenstoff- 
quelle vom Hiihnertuberkelbazillus und Gefliigeltuberkelbazillus nicht 
assimiliert. 

c) Kohlenhydrate. 

Mit Traubenzucker als einziger Kohlenstoff- und Energiequelle 
lieBen sich die von uns untersuchten vier Hihnertuberkelbazillen- 
stimme nicht in Passagen ziichten. Das gleiche gilt von Ldvulose 
und Arabinose. 

Biochemische Zeitschrift Band 153 21 
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B. Verwertung von Stickstoffquellen. 
1. Ammoniak. 


Wie bereits aus den oben berichteten Versuchen hervorgeht, 
benutzt der Hithnertuberkelbazillus Ammoniak als Stickstoffquelle. 


2. Nitrat. 


Er gedeiht in einem Nahrboden, der Acetat oder Glycerin als 
einzige Kohlenstoffquelle und Nitrat als einzige Stickstoffquelle enthalt, 
gut und 148t sich in Passagen ziichten. Das Wachstum ist ein be- 
sonders gutes und schnelles, wenn zwei Kohlenstoffquellen, z. B. Acetat 
und Glycerin, gleichzeitig vorhanden sind. Zu _ beriicksichtigen ist, 
daB in diesen Versuchen mit NH, und Nitrat auch die stickstoffhaltigen 
Verunreinigungen der Brutschrankluft mitverwertet werden. 


3. Aminosduren. 


Wie bei der Untersuchung des Stoffwechsels der siurefesten Sapro- 
phyten und der Kaltbliitertuberkelbazillen gingen wir auch hier bei 
der Priifung der Aminosiéuren so vor, da8 wir sie in einer Versuchsreihe 
als einzige Stickstoff- und Kohlenstoffquelle, in einer zweiten Versuchs- 
reihe nur als Stickstoffquelle den Bakterien dargeboten haben, indem 
wir in den letzteren Versuchen eine zweite Kohlenstoffquelle, und zwar 
Natriumacetat hinzufiigten. Es wurden folgende Aminosiiuren unter- 
sucht: Glykekoll, d-Alanin, Asparaginsdure, Asparagin, l-Leucin und 
l-Tyrosin. Der Nihrboden enthielt in 100 cem destillierten Wassers 
0,5 g NaCl, 0,2g Phosphatgemisch, 0,005 g Magnesiumsulfat und 0,5 g 
Aminosiure (bei 1-Tyrosin 0,05 g). 


Der Hihnertuberkelbazillus und der _ Gefliigeltuberkelbazillus 
konnten in einem solchen Nihrboden mit Glykokoll, mit d-Alanin, 
mit asparaginsaurem Natrium, mit Leucin und mit T'yrosin als einzige 
Stickstoff- und Kohlenstoffquelle nicht auskommen (Long). Wir hatten 
zwar manchmal den Eindruck, als ob ein geringes Wachstum statt- 
gefunden hiitte, Passagen lieBen sich aber niemals durchfiihren. Enthielt 
die Niahrflissigkeit neben der Aminosiiure noch 4 Proz. Natriumacetat 
als zweite Kohlenstoffquelle, so lieBen sich der Hihnertuberkel- und 
der Gefliigeltuberkelbazillus mit diesen Aminosiuren ziichten. Das 
Wachstum war manchmal kein besonders tippiges und lieB langere 
Zeit auf sich warten. Doch bei langerer Bebriitung trat immer ein 
stiirkeres Wachstum auf und Passagen lieBen sich ohne Schwierigkeiten 
durchfiihren. Wir miissen allerdings wiederum darauf aufmerksam 
machen, daB die hier untersuchten Mikroorganismen die stickstoff- 
haltigen Verunreinigungen der Brutschrankluft mit verwerten. 
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4. Andere organische Stickstoffverbindungen. 

Von diesen haben wir Harnstoff und Harnsdure untersucht. 

Harnstoff in %proz. Konzentration wurde von dem Hihner- 
und Gefligeltuberkelbazillenstamm auch dann nicht verwertet, wenn 
Acetat als zweite Kohlenstoffquelle vorhanden war. 

Das harnsaure Natrium als einzige Stickstoff- und Kohlenstoffquelle 
wurde von diesen Mikroorganismen gleichfalls nicht angegriffen. Der 
Nahrlésung setzten wir so viel harnsaures Natrium zu, daB sie gesdttigt 
war. War auBerdem Acetat zugesetzt, so lieBen sich Kulturen in 
Passagen gewinnen. Hier kénnte gleichfalls dieselbe Fehlerquelle vor- 
liegen, die wir bei den Aminosiuren erwihnten. 

Alle Versuche mit Stickstoffquellen miissen deshalb mit gereinigter 
Brutschrankluft iiberpriift werden. 

Uber den Mineralstoffwechsel der Hihnertuberkelbazillen wird 
spiter im Zusammenhang mit anderen Warmbliitertuberkelbazillen 
berichtet werden. 

Uberblicken wir den Verwendungsstoffwechsel der Hithnertuberkel- 
bazillen und vergleichen ihn mit dem der saurefesten Saprophyten 
und mit dem der Kaltbliitertuberkelbazillen, so ergibt sich, daB die 
Hiihnertuberkelbazillen einen engeren Verwendungsstoffwechsel besitzen 
als die sdéurefesten Saprophyten und die Kaltbliitertuberkelbazillen, da sie 
nicht alle Stoffe, die diese zu verarbeiten imstande sind, unmittelbar an- 
greifen kénnen. Die Tabellen I und II geben eine Ubersicht tiber 
den Kohlenstoff- und Stickstoffverwendungsstoffwechsel der Hihner- 
tuberkelbazillen im Vergleich zu dem des Timotheebazillus und des 
Blindschleichentuberkelbazillus. 

In der folgenden Mitteilung werden wir die Nahrungsbediirfnisse 
des menschlichen und des bovinen Tuberkelbazillus besprechen. 

Tabelle I. 

Die Assimilierbarkeit verschiedener Kohlenstoffquellen durch die Hiihner- 
tuberkelbazillen. Zum Vergleich ist der Kohlenstoffstoffwechsel des Blind- 
schleichentuberkelbazillus und des Timotheebazillus beigefiigt. 
Zeichenerklirung: + bedeutet Wachstum in Passagen; 0 bedeutet kein 
Wachsturr; + ? bedeutet Wachstum gelegentlich feststellbar, aber nicht 
regelmaBig; 0? bedeutet geringes Wachstum in der ersten Passage, aber 

















nicht dauernd ziichtbar; — bedeutet nicht untersucht. 

Kohlenstoffquelle . —— Essigsaure | - -Buttersaure Oxalsaure Milchsaure 
Stickstoffquelle . . NH, 
Huh . | | 

—t  * + | @ | @ 0 0 
Gefluigeltuberkel- 

al vie sa 0 0 0 

Blindschleichen: 

tuberkelbaziilus . 0 + | + | 1 @ | +? 
Timotheeabzillus . _ 0 oF oe ok schwach + ao 
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Tabelle I. (Fortsetzung.) 

, ; _ || Bernsteins Le = Citronens Methyl- Athyl- 
Kohlenstofiquelle . saure Apfel w saure alkohol alkohol 
Stickstoffquelle . . } NH, 
Hubnertuberkel- 

bazillus. .... 0 0 0 0 0 0 
Geflugeltuberkel- 

ie>...- , @ 0 0 0 0 0 
Blindschleichen- 

tuberxelbazillus . - + 0 + 0 0 
Timotheebazillus - schwach +? 0 — 
Kohlenstoffquelle . a Glycerin Mannit bea na Livulose Arabinose 
Stickstoffquelle . . | NH, 
Huhnertuberkel- 

DOs Ks * 0 + 0 0? 0 0 

6tters sehr 
zégernd 

Geflugeltuberkel- , ‘ 

bazillus. .... 0 + 0 O* 0 0 

Ofters sehr 
zogernd 

Blindschleichen- 

tuberkelbazillus . 0 + 0 + — —_ 
Timotheebazillus 0 4 + — oa 


Tabelle 11. 


Assimilierbarkeit verschiedener Stickstoffquellen durch die Hiihnertuberkel- 
bazillen. Zeichenerklirung wie Tabelle I. Zum Vergleich ist der Stickstoff- 








verwendungsstoffwechsel des Blindschleichentuberkelbazillus und des 
Timotheebazillus beigefiigt. 
: 
Kohlenstoffquelle . | Acetat Acetat Glykoko'l an a | IsLeucin l-Tyrosin 
' Stickstoffquellé. . || NH, Niteat | Glykokoll | .@%. | Asparagin | Lteucin | 1Tyrosin 
Huhnertuberkel- 
ont eee + + 0 0 0 0 0 
ugeltuberkel- 
DON & oe © + + 0 0 0 0 0 
Blindschleichen- ; . , : 
tuberkelbazillus . + + 0? oa 0? schwach + 0? 
Timotheebazillus . 8 + schwach -+- —_ oa + schwach -!- 
Kohlenstoffquelle . | Acetat Acetat Acetat Acetat Acetat Harnstoff Acetat 
Stickstoffquelle . . hoy ee n° IlsLeucin’ sTyrosin Harnstoff __Harnstoff 
Hubnertuberkel- 
bazillus ale + |. 4. 1 0 0 
Geflugeltuberkel- es a 
bazillus cee + =i oo 0 0 
Blindschleichen- meas 
tuberkelbazillus . iis 4. — — 


lan ‘ sam 





Zur Analyse der friihtreibenden Wirkung des Warmbades. 


Von 


Karl Boresch. 


(Aus dem Laboratorium fiir Pflanzenernihrung der landwirtschaftlichen 
Abteilung der Prager deutschen technischen Hochschule in Tetschen- 
Liebwerd. ) 


(Eingeqgangen am 17. Oktober 1924.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


In der gartnerischen Praxis hat sich das Warmbadverfahren als 
eines der einfachsten Mittel zum Friihtreiben ruhender Pflanzenorgane. 
vor allem der Winterknospen, eingebiirgert. Die biochemischen Ursachen 
dieser auffalligen Entwicklungsanregung durch das Warmbad sind bis 
heute ebenso unbekannt wie jene primaren Veriinderungen im Stoff- 
wechsel ruhender Pflanzen, die durch andere Friithtreibmethoden 
bewirkt werden oder auch im natiirlichen Entwicklungsgang sich durch 
die Uberwindung der Ruheperiode kundtun. Die einfachste Annahme, 
die wir in Hinblick auf die Erforschung dieser Prozesse machen kénnen, 
ist die von der Identitét derselben, ob nun die Entwicklungsanregung 
im natirlichen Rhythmus erfolgt oder kiinstlich durch Anwendung 
irgend eines der vielen Friihtreibverfahren erzielt wird. So kénnte 
denn ein Vergleich der vielen Methoden des Frihtreibens, die bis heute 
bekannt geworden und von einer schier verwirrenden Mannigfaltigkeit ') 
sind, durch Herausschilen jener mutmaBlich gemeinsamen Teilwirkung, 
die wir auf Grund unserer heutigen Kenntnisse des pflanzlichen Stoff- 
wechsels allen Methoden zusprechen diirften, kiinftiger Forschung die 
Richtung geben. Die erwahnte Vielseitigkeit, ja fast Gegensiitzlichkeit 
der beschriebenen Friihtreibverfahren l4Bt dieses Beginnen fast 
hoffnungslos erscheinen, und doch diirfen wir vom Gesichtspunkt der 
Denkékonomie den Gedanken einer einheitlichen Wirkung aller Treib- 
mittel so lange nicht fallen lassen, als eine Uberbriickung dieser an- 
scheinenden Gegensitzlichkeit méglich erscheint. Andererseits aber 
schrinkt gerade die Verschiedenartigkeit der Treibverfahren die vor- 
handenen Méglichkeiten immer mehr ein, und von diesem Standpunkt 
aus ist eine jede neue Erfahrung zu begriiBen. Freilich setzt dieses 
Unternehmen voraus, daB die einzelnen Methoden des Frithtreibens 
1) Ubersicht bei F. Weber in Abderhalden, Handb. d. biol. Arbeits- 
methoden, Abt. XT, Teil 2, 8. 591, 1922. 
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einer genauen Analyse unterworfen werden, um sie fiir einen gemein- 
samen Erkliérungsversuch heranziehen zu kénnen. 

Im folgenden geschieht dies fiir die Warmbadmethode, die be- 
kanntlich darin besteht, daB man die zu treibenden Pflanzenorgane 
fir 9 bis 12 Stunden in lauwarmes Wasser von 30 bis 40°C eintauchen 
laBt und dann unter giinstige Wachstumsbedingungen bringt. Das 
lauwarme Bad stellt einen Komplex verschiedener Faktoren vor, tiber 
deren Bedeutung fiir das friihe Austreiben sich Molisch!), dem die 
erste wissenschaftliche Bearbeitung der Warmbadmethode zu _ver- 
danken ist, dahin ausspricht, daB 


1. die héhere Temperatur allein es nicht sein kann, weil ein feuchtes 
Luftbad derselben Temperatur und Dauer das Wasserbad in der Zeit vor 
dem herbstlichen Laubfall und im Herbste nicht zu ersetzen vermag. 

2. ,,Was die Erschwerung der Atmung (der in laues Wasser eingetauchten 
Zweige) anlangt, so wire es ja von vornherein nicht unméglich, daB sie 
eine Rolle spielt. Das Wasser enthalt namentlich bei héherer Temperatur 
weniger Sauerstoff gelést als in einem gleich groBen Luftinhalt vorhanden 
ist, der Ersatz des Sauerstoffs ist unter Wasser erschwert, das Sauerstoff- 
bediirfnis bei hGherer Temperatur besonders groB. Daher muBS in den Zweigen 
und deren Knospen Sauerstoffnot eintreten und wenn dies zu lange dauert, 
so leiden die Knospen leicht Schaden. Aus diesem Grunde soll man nicht 
langer baden als unbedingt notwendig ist. Nach Versuchen, die ich mit 
Zweigen verschiedener Pflanzen (Corylus, Salix) gemacht habe, scheint 
aber die Sauerstoffnot keine oder nur eine unbedeutende Rolle zu spielen.” 

3. Die Wasseraufnahme und die damit verbundene Quellung der 
Membranen und Zellinhaltsbestandteile im Warmbade, der Molisch friiher 
den Hauptanteil zusprach, kann es auch nicht sein, weil die Pflanzen nur 
wenig Wasser (0,7 bis 1,9 Proz.) aufnehmen, ebenso die Knospen. 

4. So legt denn Molisch das Schwergewicht auf den langen Kontakt 
mit dem lauwarmen Wasser, der als Reiz auf die Knospenentwicklung 
ahnlich wirkt wie etwa feuchte Luft auf den Laubfall, die Kriimmung und 
Entstehung von Wurzeln. Durch diesen Reiz werde wahrscheinlich in 
Verbindung mit der zwar geringen, aber dennoch stattfindenden Wasser- 
aufnahme ,,jene Revolution angeregt, die zur Ausmerzung oder Verkiirzung 
der Ruheperiode und damit zum Austreiben der Knospen fiihrt. Hiermit 
werden sicherlich chemische Prozesse in Gang gesetzt“, iiber deren Art 
sich vorlaufig nichts bestimmtes aussagen lat, die aber eine Ahnlichkeit 
mit jenen Verinderungen haben diirften, die das ruhende Plasma auch 
durch die Wirkung des Athers in dem von Johannsen*) ausgearbeiteten 
Friihtreibverfahren erfahrt. 

Miiller-Thurgau und Schneider-Orelli*) beschiftigen sich gleichfalls 
mit der friihtreibenden Wirkung des Warmbades auf ruhende Kartoffel- 
knollen, Convallariakeime, Irisrhizome und Knospen verschiedener Holz- 
gewiaichse, wobei nach ihrer Auffassung der Wirme und nicht dem Wasser 
die Hauptwirkung zukomme. Die Vorerwarmung wirke teils als kurz- 





1) H. Molisch, Sitzungsber. d. Wien. Akad. 118, 637, 1909. 

2) W. Johannsen, Das Atherverfahren beim Friihtreiben, Jena 1906. 

8) Miiller-Thurgau und Schneider-Orelli, Flora 1910, N. F., 1, 309; 4, 
387, 1912. 
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dauernder Reiz durch voriibergehende Steigerung der Atmung, teils bewirke 
sie eine andauernde Schwiachung des Protoplasten, wie sie auch in alten 
Kartoffelknollen eintritt und daran erkannt wird, daB die AtmungsgréBe 
nicht mehr auf den urspriinglichen Betrag zuriicksinkt und die Zucker- 
speicherung betrachtlich geringer wird. Die beiden Forscher sind geneigt, 
die von ihnen als erwiesen betrachtete Schwachung auch auf das Wachstum 
von Knospen zu iibertragen und stellen sich vor, da8 in der Zeit der Ruhe- 
periode durch die Vorerwairmung gerade jene inneren Faktoren geschwicht 
werden, die den Wachstumsstillstand wahrend der Ruhe bedingen. Fiir den 
intritt des Wachstums kénnten nicht nur Stoffwechselanderungen, sondern 
auch die Aufhebung des stabilen Protoplasmazustandes erforderlich sein. 

Iraklionow') studierte ebenfalls an ruhenden Kartoffelknollen die 
Beeinflussung der Atmung durch das Warmbad. Nicht nur der héheren 
‘Temperatur, sondern auch dem Wasser miisse eine Bedeutung zugesprochen 
werden. Das Warmbad beeinflusse die enzymatischen, besonders die 
oxydativen Vorgiinge, wodurch die Pflanze aus ihrer Ruhe erwache. Durch 
Aktivierung der Profermente ,,wird sozusagen ein Sperrhaken beseitigt, 
und der ruhende Mechanismus in Gang gesetzt (Auslésungsvorgang). 
Die frei gewordenen Enzyme funktionieren dann wie ein Schmiermittel, 
welches den Ablauf der fiir das aktive Leben notwendigen Reaktionen 
beschleunigt**. 

Die vorliegenden Versuche bezweckten, auf einer breiteren Grund- 
lage zu ermitteln, welchen Anteil die von Molisch erwihnte Sauer- 
stoffnot der Knospen im warmen Wasser fiir den Erfolg des Warm- 
bades hat. 

Die Versuche wurden im Winter 1923/24 ausgefiihrt. 20 bis 25 cm 
lange Zweige eines Holzgewachses wurden in Gruppen zu je drei bis 
fiinf Zweigen (meist vier) folgender Vorbehandlung unterworfen : 

I. Erste Gruppe blieb unbehandelt (Kontrolle). 

Il. Zweite Gruppe wurde 8 bis 9 Stundea in Wasser von 30°C 

gebadet (Wasserbad): 

Ill. Dritte Gruppe verblieb dieselbe Zeit in einem wasserdampf- 
gesiittigten Raume von 30°C unter normalem Luftdruck, der 
sich zwischen 737 bis 757 mm Hg bewegte (Luftbad 30°, 750 mm 
Hg). 

IV. Vierte Gruppe gelangte fiir dieselbe Zeit in einen wasserdampf- 
gesiittigten Raum von 30°C, der auf ungefahr 50mm Druck 
evakuiert wurde (Vakuum 30°, 50mm Hg). 

V. In einigen Versuchen wurden als fiinfte Gruppe die Zweige auch 
der acht- bis neunstiindigen Einwirkung eines auf 50 mm 
evakuierten, wasserdampfgesittigten Raumes, jedoch bei Zimmer- 
temperatur (im Durchschnitt 20°C), ausgesetzt (Vakuum 20°, 
50mm Hg). 

Dieser Versuchsplan gestattete es, die wirksamen Komponenten 

des Warmbades in ihrer Bedeutung fiir den Frithtreiberfolg einzu- 


1) P. P. Iraklionow, Jahrb. f. wiss. Bot. 51, 515, 1912. 
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schitzen. Insbesondere erméglichte es die vierte und fiinfte Gruppe 
den Anteil niedriger Sauerstoffkonzentration bei hohem und niedrigem 
Sauerstoffbediirfnis am Treibeffekt des Warmbades zu erkennen. 


Zu dieser Versuchsanordnung sei noch folgendes bemerkt. Die Kontroll- 
zweige (erste Gruppe) wurden wahrend der Versuchsdauer von 8 bis 9 Stunden 
in ein Glas mit Wasser bei Zimmertemperatur eingestellt. Die Zweige der 
zweiten Gruppe wurden mit den oberen Enden nach abwirts wihrend 
der genannten Zeit in einem geriitumigen Becherglase in Wasser unter- 
getaucht gehalten, dessen Temperatur 30°C mit kleinen Schwankungen 
nach oben und unten betrug. Héhere Warmbadtemperaturen wurden nicht 
angewendet und meistens auch keine langeren Badezeiten als 8 bis 9 Stunden, 
weil es ja nur auf den Vergleich der Wirkung des Warmbades mit der eines 
Vakuums von gleicher Temperatur und Dauer ankam. — Die Zweige der 
dritten Gruppe gelangten in einen Erlenmeyerkolben von | Liter Inhalt, 
die der vierten und fiinften Gruppe in 1-Liter-Absaugkolben. In allen drei 
GefaiBen standen die Zweige mit ihren Schnittflaichen in einer etwa 0,5 cm 
hohen Wasserschicht. Als wiahrend der Versuche die Beobachtung gemacht 
wurde, daB des éfteren gerade die untersten Knospen leichter austreiben, 
was auf einer Wasserinjektion der in Wasser stehenden Zweige nach Auf- 
hebung des Vakuums beruhen konnte, wurde, um diesen auch fiir die héher 
inserierten Knospen nicht ganzlich auszuschlieBenden Einwand zu beseitigen, 
von einer Bedeckung des Bodens der GefiBe mit Wasser Abstand genommen 
und fiir geniigende Feuchtigkeit in den Kolben durch Einstellen von wasser- 
gefiillten Proberéhrchen gesorgt, so daB die Zweige mit dem Wasser nicht 
direkt in Beriithrung kamen. Trotzdem war auch bei dieser Versuchsanordnung 
der giinstige Treiberfolg des Vakuums der gleiche, auch hier schienen die 
untersten Knospen bisweilen im Austreiben bevorzugt, so da8 nicht einmal 
fiir das Verhalten dieser Knospen eine mégliche Wasserinjizierung als 
ausreichende Erklirung angesehen werden kann. Man kénnte ferner an 
eine Treibwirkung der nahen Wundfliche denken, zumal auch gelegentlich 
an unbehandelten Zweigen vereinzelte Basalknospen austrieben. Simon') 
hat bereits ein &hnliches, von den iibrigen abweichendes Verhalten einzelner 
Knospen beim Austreiben beschrieben. 

Um in den mit der dritten und vierten Zweiggruppe beschickten Kolben 
die Temperatur von 30° zu erzielen, wurden sie in einen durchsichtigen 
Wasserthermostaten (s. Abb. 1) eingehangt, dessen Wassertemperatur 
entsprechend reguliert wurde. Der fiir die Aufnahme der fiinften Zweig- 
gruppe bestimmte Absaugkolben fand neben dem Thermostaten Aufstellung. 
In allen GefaéBen wurde die Temperatur an durch die Stopfen festgehaltenen 
Thermometern abgelesen. Auf dem Erlenmeyerkolben III saB der Stopfen 
nur leicht auf, die Temperatur in diesem und in dem Absaugkolben IV 
war gleich und betrug meist, wie im Warmwasserbade (zweite Gruppe), 30°C. 
Weil die ganze Apparatur in einem geheizten Zimmer aufgestellt werden 
muBte, waren kleine Temperaturschwankungen in den GefaiBen unver- 
meidlich, die sich aber allen in gleicher Weise mitteilten. 

Um in dem fiir die vierte Zweiggruppe bestimmten Kolben durch 
Evakuierung den Sauerstoffgehalt der Luft auf den von 30gradigem Wasser 
(Warmbad) zu bringen, ist es nétig, die mit Wasserdampf gesittigte Luft 
dieses Kolbens auf ungefahr 50 mm Quecksilberdruck, der am Manometer 


1) S. Simon, Jahrb. f. wiss. Bot. 48, 1, 1906. 
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der Versuchsanordnung abgelesen wurde, herabzudriicken. Nach Winkler') 
enthalt 1 Liter luftgesittigten Wassers von 30°C nur 5,26 ccm Sauerstoff, 
wahrend | Liter Luft bei 750 mm Hg 209 cem Sauerstoff enthalt. In einem 
wasserdampfgesattigten Raume von 30°C und 50mm Hg entfallen rund 
32mm auf die Wasserdampfspannung und 18 mm auf den Druck der ver- 
diinnten Luft, von welcher | Liter 6,4mg entsprechend 4,5 ccm Sauerstoff 
unter normalen Bedingungen enthalt. 























Abb. |. 


Der nach dem Absaugen mittels der Wasserstrah|luftpumpe W er- 
haltene Manometerstand von 50mm hielt sich nur dann geniigend lange 
auf dieser Héhe, wenn fiir eine tadellose Abdichtung*) der Stopfen und Ver- 
bindungsschliuche gesorgt wurde. Bei geringer Undichtigkeit der 
Apparatur, die meist in Kauf genommen werden muBte, ging der Unterdruck 
so langsam zuriick, daB durch erneutes zeitweises Absaugen der Druck von 
50mm leicht wieder erreicht wurde. Andererseits wurde durch dieses 
wiederholte Absaugen einer allfalligen Anreicherung der Kolbenatmosphiire 
an Atmungskohlensiure entgegengearbeitet. In den folgenden Versuchs- 
protokollen sind diese Schwankungen des Unterdruckes und der Temperatur 
angefiihrt. Infolge dieser unvermeidlichen Veriinderlichkeit des Drucke: 
und der Temperatur im Vakuum ist eine genaue Angabe se‘nes Sauerste ff- 
gehalts nicht méglich, der aber sicherlich von der gleichen GréBenordnuhg 
wie in Wasser von 30°C war. 

In jenen Versuchen, wo eine fiinfte Gruppe von Zweigen der Einwirkung 
verdiinnter Luft bei Zimmertemperatur (20°C) unterworfen war, wurde 
das Vakuum von 50 mm Hg in derselben Weise und gleichzeitig hergestellt. 
indem der zur Aufnahme dieser Zweige dienende Absaugkolben mittels 
eines T-Rohres zwischen den Kolben mit der vierten Zweiggruppe und das 
Manometer geschaltet wurde, so daB sich die meistens eintretende Ver- 
ringerung des Unterdruckes beiden Kolben in gleicher Weise mitteilte. 
Die ziemlich starken Temperaturschwankungen dieses bei Zimmertemperatur 


1) Chem. Kalender 1, 383, 1922; s. auch Tabelle IIIB in Abderhalden, 
Biol. Arbeitsmethoden, 12. Abt., Heft 3, 8. 576. 

*) Als ein vorziigliches Vakuumabdichtungsmittel bewahrte sich die 
kitufliche Modelliermasse ,,Plastilin“, der so viel Lanolin zugemengt wird, 
daB nach griindlichem Durcharbeiten mit den Fingern eine auch bei Zimmer- 
temperatur leicht knetbare, an den Fingern schwach klebende Masse ent- 
steht. 
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aufgesteilten Kolbens (16 bis 24°C) teilten sich dem wasserumspiilten 
Kolben IV nicht mit. Durch einen Schraubenquetschhahn konnte der 
Kolben V von der iibrigen Apparatur abgeschlossen werden. Bei 20°C und 
50mm Hg enthalt 1 Liter Luft eines wasserdampfgesittigten Raumes 
etwa 12mg Sauerstoff, also ungefaihr doppelt so viel als bei 30°C. Weil 
aber die Kolben IV und V, im Falle der Beschickung beider, miteinander 
kommunizierten, diirfte es waihrend der Dauer der Vorbehandlung zu einem 
ziemlichen Ausgleich der in ihnen herrschenden niedrigen Sauerstoff- 
konzentrationen auf eine mittlere gekommen sein. 

Vergleichsweise wurde aus spiiter zu erérternden Griinden auch 
die aus den Versuchen von Jesenko4) bekannte friihtreibende Wirkung 
eines Bades in verdiinnten Saéuren untersucht, indem Gruppen von 
meist vier Zweigen durch 8 bis 9 Stunden in verschiedenen Konzen- 
trationen von Salzsiure oder Oxalsiiure gebadet wurden. 

Nach der Behandlung gelangten die ins Wasser gestellten Zweige 
in ein Warmhaus zum Austreiben. Wenn der Treiberfolg selbst des 
Warmbades in manchen Versuchen langere Zeit auf sich warten lieS 
oder sich nicht voll auswirkte, so mag dies hauptsichlich an der nicht 
immer optimalen Dauer und Temperatur des Bades gelegen haben. 

Es folgen nun in gekiirzter Wiedergabe die Versuche, geordnet 
nach den verwendeten Arten. Im Kopf jedes Versuches ist der Tag 
und die Dauer der Vorbehandlung angegeben. Die in den Protokollen 
vorkommenden rémischen Ziffern bezeichnen die auf 8. 316 erwahnte 
Vorbehandlung der Zweiggruppen, die hinter den rémischen Ziffern 
stehenden Grade © und Millimeter Hg geben die Temperatur- und 
Druckschwankungen ~vihrend der Vorbehandlung an. 


Corylus Avellana, Katzchen. 

1. Versuch. 18. Oktober 1923. 11 Uhr vormittags bis 5 Uhr nachmittags 
(6 Stunden). I. Unbehandelt-Kontrolle. II. Wasserbad 30° (30 bis 32°). 
ITI. Luftbad 30°, 750 mm (27 bis 28°, 759 mm Hg). IV. Vakuum 30°, 50 mm 
(27 bis 28°, 50 bis 68mm Hg). 

24. Oktober. Lockerung der Katzchen in II. 28. Oktober. Hervor- 
brechen der Staubblatter in IT und IV, in II weiter als in IV, keine Ver- 
anderung in I und III. 6. November. Langsame Weiterentwicklung in II 
und IV. I und III unverindert. In demselben Versuche der gleichen Be- 
handlung unterworfene, anthocyanfiihrende Kiatzchen einer Bluthasel 
verharrten iiberall in Ruhe. 

2. Versuch. 6. November 1923. 9 Uhr vormittags bis 9 Uhr nachmittags 
(12 Stunden). I. Unbehandelt. I. 29 bis 31°. ITI. 30 bis 32°, 743 mm Hg. 
IV. 30 bis 32°, 40 bis 70mm Hg. 

12. November. In II Lockerung der Kitzchen, sonst keine Veranderung. 
15. November. In II Streckung der Katzchen, in IV beginnende Lockerung, 
in I und III Ruhe. 19. November. Hervorbrechen der Staubblatter in IT 
und IV, in II weiter als in IV. 26. November. Langsame Weiter- 
entwicklung in II und IV. Védllige Ruhe in I und III. Gleichzeitig mit- 
untersuchte violette Kiatzchen einer Bluthasel begannen erst am 19. No- 





1) F. Jesenko, Ber. d. deutsch. bot. Ges. 30, 81, 1912. 
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vember in IT zu treiben, am 26. November waren sie auch in IV gestreckt, 
in I und III verharrten sie in Ruhe. 

In beiden Versuchen nahert sich die friihtreibende Wirkung des 
Vakuums von 30°, 50 mm Hg der des Warmbades, ohne sie ganz zu erreichen. 
Héhere Temperatur allein ist wirkungslos. Die roten Katzchen der Bluthase! 
lassen sich nicht so willig friihtreiben wie die der griinen Form. 


Forsythia suspensa. 

3. Versuch. 7. November 1923. 9 Uhr vormittags bis 6 Uhr nachmittags 
(9 Stunden). I. Unbehandelt. IL. 28,5 bis 30,5°, III. 31 bis 31,5°, 748 mm He. 
IV. 31 bis 31,5°, 50 bis 60mm Hg. 

26. November. In II entfaltet sich eine Bliite, in IV drei Bliiten. 
In I und IIT Ruhe. 13. Dezember. Die Bliitenentwicklung machte keine * 
weiteren Fortschritte, in IV treiben zwei Gipfelblattknospen, in I und III 
Ruhe. 17. Dezember. In II und IV je zwei Spitzenblattknospen entfaltet. 
In I und IIT keinerlei Entwicklung. 

4. Versuch. 28. November 1923. 10 Uhr 30 Minuten vormittags bis 
7 Uhr nachmittags (8% Stunden). I. Unbehandelt. II. 30° IIT. 30°, 
743mm Hg. IV. 30°, 50 bis 140mm Hg. 

7. Dezember. Bliitenknospen in II spitzen, sonst keine Veranderung. 
9%. Dezember. In IT treiben fast alle Knospen, in IV viele. 13. Dezember. 
In IL sind 18, in IV zehn Bliiten entfaltet. In I und III herrscht Ruhe. 
17. Dezember. Bliiten in I] und IV abgebliiht, in I und III sind einige 
der untersten Knospen nahe der Schnittwunde der Zweige aufgebliiht, 
sonst Ruhe. 

Das Warmbad wirkte im 3. Versuch etwas schwiacher, im 4. Versuch 
etwas besser als das Luftbad von 30°, 50mm Hg. 


Syringa vulgaris. 

5. Versuch. 7. November 1923.  Versuchsdaten dieselben wie im 
3. Versuch. 

2. Dezember. In IV beginnen die unteren Knospen zu treiben, sonst 
herrscht Ruhe. 7. Dezember. In IV Brechung der Laubknospen. 13. De- 
zember. In IV sind die Blattknospen entfaltet, in IT bricht eine Bliiten- 
knospe auf. 17. Dezember. In IV treiben im ganzen sieben Blatrknospen, 
davon sind fiinf schon weit entwickelt. In II sind eine Bliiten-‘und drei 
Laubknospen aufgebrochen. In I und III herrscht Ruhe. 

6. Versuch. 28. November 1923. Versuchsdaten dieselben wie im 
4. Versuch. 

3. Dezember. Die Knospen riihren sich iiberall, in II und IV starker 
als in I und Ill. 7. Dezember. Die Knospen in IT und IV sind langer als 
in III, hier wieder langer als in I. 9. bis 13. Dezember. Weiterentwicklung 
in demselben Verhiltnis. 17. Dezember. Knospentriebe in I und IIT haben 
die in IT und IV eingeholt. 

Im 5. Versuch war die Wirkung des Warmbades um einiges schwacher 
als die des Luftbades von 30°, 50mm Hg, im 6. Versuch, wo der Flieder 
bereits aus der Ruhe war, bewirken beide Vorbehandlungen den gleichen, 
leichten Vorsprung in der Knospenentwicklung. 


Sambucus nigra. 
7. Versuch. 3. Dezember 1923. 10 Uhr vormittags bis 6 Uhr nach- 
mittags (8 Stunden). I. Unbehandelt. II. 30 bis 31°. III. 30 bis 31°, 
741mm Hg. IV. 30 bis 31°, 50 bis 60mm He. 
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9. bis 13. Dezember. Beginn des Treibens in IT und IV starker als in 
III und I. 17. Dezember. In IT und besonders in IV haben die Knospen 
einen deutlichen Vorsprung. 4. Januar 1924. In IV schéne Blattentfaltung 
fast aller Knospen, in II und III haben sich nur die untersten Knospen 
entfaltet, die tibrigen Knospen in IT und IIT und alle Knospen in I sind nicht 
iiber die allerersten Stadien des Treibens hinausgekommen. 

Das Warmbad und noch mehr das Luftbad von 30°, 50mm Hg be- 
giinstigt das Austreiben der Holunderknospen im Dezember, wo die Ruhe 
nicht mehr sehr fest zu sein scheint, weil auch die héhere Temperatur 
allein gute Wirkung zeitigt. 

Robinia Pseudacacia. 

8. Versuch. 3. Dezember 1923. Versuchsdaten dieselben wie im 
7. Versuch, 

15. Dezember. In IV Beginn des Knospentreibens, sonst iiberall 
Ruhe. 18. Dezember. In IV beginnende Blattentfaltung, in II Beginn des 
Treibens, in I und IIT noch Ruhe. 23. Dezember. In IV volle Entfaltung, 
in Il Knospen in Entfaltung begriffen, in I und III Beginn des Treibens. 
4. Januar 1924. Am weitesten entwickelt IV, dann IT, dann III, zuletzt I. 

9. Versuch. 3. Januar 1924. 9 Uhr 30 Minuten vormittags bis 5 Uhr 
30 Minuten nachmittags (8 Stunden). I. Unbehandelt. II. 29 bis 31°. 
III. 29 bis 31°, 746mm Hg. IV. 29 bis 31°, 50 bis 70mm Hg. V. 17 bis 
23°, 50 bis 70mm Hg. VI. Bei Zimmertemperatur 8 Stunden gebadet 
in 0,005 n Oxalsaiure, VII. in 0,001 n Oxalsiure. 

4. Januar. In IV treiben die unteren Knospen, sonst Ruhe. 6. Januar. 
Knospen in IV entfalten sich, sonst Ruhe. 10, Januar. Knospen in IV 
entfaltet, in IIT beginnen die oberen, in V die unteren Knospen zu treiben. 
13. Januar. In IV treiben nun auch die oberen Knospen, in IL auch die 
unteren, in V auch die mittleren, in TIT, VI und VII die untersten. 15. Januar. 
In IV Knospen entfaltet, in If in Entfaltung, in III, VI und VII weitere 
Fortschritte, in I noch Ruhe. 17. Januar. In V, VI, VII treiben nun auch 
die obersten Knospen, in I beginnt das Treiben an den oberen Knospen. 
Am wirksamsten ist IV, dann folgen V, LI, VI und VU, zuletzt I. 

In einem am 11. Januar 1924 begonnenen Treibversuch mit Akazien- 
knospen bewirkten II, IV und VI eine leichte Férderung des Austreibens 
gegeniiber I, DT und V. ; 

Im 8. und noch mehr ir 9. Versuch war die Winterruhe der Akazien- 
knospen nicht mehr tief, im 8. Versuch erhielten die Knospen durch das 
Luftbad von 30°, 50mm Hg einen Vorsprung von 8, im 9. Versuch einen 
solechen von 13 Tagen in ihrer Entwicklung gegeniiber den unbehandelten 
Zweigen. Giinstig schnitt auch das Luftbad von 20°, 50mm Hg ab, dann 
folgte das Warmbad, dann die durch die héhere Temperatur und die oxal- 
sauren Biider erzielte kleine Férderung. 

Tilia parvifolia, 

10. Versuch. 5. Dezember 1923. 9 Uhr vormittags bis 5 Uhr nachmittags 
(8 Stunden). I. Unbehandelt. II. 30 bis 31°. ILI. 30 bis 31°, 742 mm Hg. 
IV. 30 bis 31°, 50 bis 70mm Hg. V. bis LX. Gebadet 8 Stunden bei Zimmer- 
temperatur in Konzentrationen von 0,01, 0,005, 0,001, 0,0005, 0,0001 n HC] 
und Oxalsiure. 

Erst am 17. Januar 1924 treiben einzelne Knospen in IV schon deutlich, 
in III erster Beginn. 19. Januar. In IV und ITI beginnende Entfaltung, 
in TI und IT noch Ruhe. 21. bis 25. Januar. In IV treiben vier Knospen, 
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in LI treiben fiinf, in IV sind sie weiter in der Entwicklung als in III. 
In I treiben zwei Knospen, in II nur eine. Je drei Knospen entfalten sich 
an den Zweigen, die in 0,005n HCl und Oxalsiiure, in 0,001 n HCl und 
60,0001 n Oxalsiiture gebadet worden waren, in allen iibrigen Zweiggruppen 
blieb die Zahl der sich entfaltenden Knospen unter drei. Gar keine Knospe 
entwickelte sich in 0,01 n HCI. 

In einem am 5. Januar 1924 begonnenen Treibversuch mit Linden- 
knospen wirkte ein achtstiindiges Warmbad von 30 bis 33° und ebenso das 
Vakuum von 30 bis 33°, 50 bis 140mm Hg svhiadigend auf die Knospen- 
entwicklung ein. 

11. Versuch. 9. Januar 1924. 9 Uhr 30 Minuten vormittags bis 5 Uhr 
30 Minuten nachmittags (8 Stunden). I. Unbehandelt. Ul. 30 bis 31°. 
{1f. 29. bis 30,5°, 737mm Hg. IV. 29 bis 30,5°, 50 bis 70mm Hg. 
V. 17,5 bis 20°, 50 bis 70mm Hg. 

Am 25. Januar Beginn des Treibens in II und [V. 28. Januar. Beginn 
der Entfaltung in II und IV; Beginn des Treibens in III. 30. Januar. 
Entfaltung in II und IV fortgeschritten, in III die ersten Stadien des 
Treibens. In I und V Ruhe. 

Unter den Bedingungen des 10. und 11. Versuchs treiben die Linden - 
knospen erst in der zweiten Januarhalfte aus, wenn die Winterruhe ge- 
lockert ist. Im 10. Versuch begiinstigt die héhere Temperatur allein und 
das Vakuum von 30°, 50mm Hg, im 11. Versuch dieses und das Warmbad 
das Austreiben. 

Acer platanoides. 

Die Ahornknospen zeigten in drei Versuchen ein sehr aihnliches Ver- 
halten wie die Linde. In einem Versuche vom 9. Januar 1924 trieben die 
im Vakuum von 30°, 50mm Hg vorbehandelten Knospen am 1. Februar, 
17 Tage vor Eintritt des freiwilligen Austreibens aus, wihrend das Warmbad 
nur einen viertagigen Vorsprung erzielte und das Vakuum von 20°, 50 mm 
Hg gianzlich wirkungslos war. Giinstige Treiberfolge zeitigte auch das 
Baden der Zweige in 0,01n HCl und 0,001 n Oxalsiure. 


Betula verrucosa. 


Die Birkenknospen verhielten sich ahnlich wie die des Ahorns. 
4 


Aesculus hippocastanum. 


In einem Versuch vom 7. Dezember 1923 gab ein achtstiindiges Warm- 
bad von 30 bis 31° und ein gleich langes Verweilen der Zweige in einem 
Vakuum von 30 bis 31°, 50 bis 60 mm Hg den RoBkastanienknospen einen 
sechstagigen Vorsprung in ihrer Entwicklung gegeniiber den unbehandelten. 
Auch 0,01 n HC! und 0,0005n HCl und Oxalsiure begiinstigte das Aus- 
treiben. 

Alnus glutinosa. 

12. Versuch. 7. Dezember 1923. 9 Uhr vormittags bis 5 Uhr nachmittags 
(8 Stunden). I. Unbehandelt. II. 30 bis 31°. IIT. 30 bis 31°, 750mm Hg. 
IV. 30 bis 31°, 50 bis 60 mm Hg. V. bis IX. Die im 10. Versuch genannten 
sauren Bader. 

23. Dezember. In II und IV riihren sich die Knospen, ebenso die in 
0,005 n Oxalsiture gebadeten. 27. Dezember. Mit Ausnahme von I 
Erlenkatzchen iiberall in Streckung, am weitesten in II und IV und 0,005 
n Oxalséure. 4. Januar 1924. Streckung in IT, [V und an den situregebadeten 
Zweigen vollendet, weniger weit in III, Ruhe in I. 


sir 5 aie oe 


< me 











322 K. Boresch: 


Alle Vorbehandlungen kiirzten die Ruheperiode der Erle ab, saure 
Bader wirkten fast ebenso gut wie Warmbad und das Vakuum 30°, 50 mm 
Hg, etwas schwicher héhere Temperatur allein. 


Quercus pedunculata. 

13. Versuch. 8. Dezember 1923. 10 Uhr vormittags bis 6 Uhr nachmittags 
(8 Stunden). I. Unbehandelt. IJ. 30° ITI. 30°, 750mm Hg. IV. 30°, 50 
bis 58mm Hg. V. bis LX. Die im 10. Versuch genannten sauren Bader. 

4. Januar 1924. In II und IV Beginn des Knospentreibens, sonst 
iiberall Ruhe. 6. Januar. In II und IV Streckung der Knospen, in IV etwas 
stirker als in II. 10. Januar. Knospen in IV deutlich linger als in II, 
sonst iiberall Ruhe. 13. Januar. Knospen in II und IV, ferner an den 
in 0,0001n HCl und Oxalsiiure gebadeten Zweigen entfalten sich, an 
Zweigen aus anderen Saurekonzentrationen strecken sich  einzelne 
Knospen. In I und III herrscht Ruhe. 15. bis 17. Januar. In II und IV 
sind viele Knospen voll entfaltet, in III treiben nur zwei der untersten 
zuniichst der Schnittfliche, in I alle Knospen in Ruhe. Volle Knospen- 
entfaltung auch an den mit 0,0001n HCl und Oxalsiure behandelten 
Zweigen, an den iibrigen siiuregebadeten Zweigen strecken sich einzelne 
Knospen. 21. Januar. Nunmehr beginnen auch die Knospen in I und III 
zu treiben. 

Warmbad und Vakuum 30°, 50mm Hg verkiirzten die Ruhe der 
Eichenknospen um 17 Tage, das Baden der Zweige in 0,0001 n HCl und 
Oxalsiure um mindestens 8 Tage gegeniiber den der bloBen Einwirkung 
einer Temperatur von 30° unterworfenen und den unbehandelten Zweigen. 

In einem anderen, am 7. Januar 1924 begonnenen Versuch vermochte 
das Warmbad und das Vakuum von 30°, 50mm Hg den Ejichenknospen 
nur noch einen zweitégigen Vorsprung vor den unbehandelten Knospen 
zu geben. 

Ulmus campestris. 

14. Versuch. 10. Dezember 1923. 9 Uhr 30 Minuten vormittags bis 
5 Uhr 30 Minuten nachmittags (8 Stunden). I. Unbehandelt. II. 30 bis 
31°. IIT. 30 bis 31°, 755mm Hg. IV. 30 bis 31°, 50 bis 58mm Hg. V. bis 
IX. Die im 10. Versuch genannten sauren Bader. 

27. Dezember 1923. In II, IV und an den in 0,0005 n HCl gebadeten 
Zweigen beginnen die Knospen zu treiben. Sonst iiberall Ruhe. 4. Januar 
1924. Entfaltung einzelner Knospen in II, IV, 0,001 und 0,0005 n HCI. 
Sonst iiberall Ruhe. 6. Januar. Einzelne Knospen beginnen nun auch 
in I und III sich zu riihren, ebenso an den in Saéuren der iibrigen Kon- 
zentrationen gebadeten Zweigen. 

Im 14. Versuch erlangten die Warmbad-, Vakuum- und die in 0,0005 n 
gebadeten Ulmenknospen einen 10tagigen Vorsprung vor den unbehandelten. 


Fraxinus excelsior. 

15. Versuch. 10. Dezember 1923. Versuchsdaten dieselben wie im 
14. Versuch. 

10. Januar 1924. In IV treiben die im mittleren Teil der Zweige 
inserierten Knospen. Sonst iiberall Ruhe. 13. Januar. In IV sind die 
Knospen voll entfaltet. Sonst Ruhe. 17. Januar. In IV sind alle Knospen 
mit Ausnahme der obersten entfaltet, in IT und an einzelnen séiuregebadeten 
Zweigen treiben einzelne Knospen. Am 15. Februar waren entfaltet in I eine, 
in II sieben, in III drei, in IV sieben Knospen, unter den siéuregebadeten 
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trugen die Zweige aus 0,01 n HCl und jene aus 0,001 n HCi und Oxalsiure 
fiinf bzw. vier entfaltete Knospen, die iibrigen weniger. 

16. Versuch. 7. Januar 1924. 9 Uhr 30 Minuten vormittags bis 5 Uhr 
30 Minuten nachmittags (8 Stunden). I. Unbehandelt. II. 29 bis 33°. 
III. 29 bis 31°, 749mm Hg. IV. 29 bis 31°, 50 bis 60mm Hg. V. 16 bis 
24°, 50 bis 60mm Hg. 

23. Januar. In IV _ beginnt die Knospenentfaltung, sonst iiberall 
Ruhe. 25. bis 28. Januar. In IV schreitet die Knospenentfaltung weiter 
fort, in V beginnt sie. Sonst Ruhe. 30. Januar. Volle Entfaltung aller 
Knospen in IV und V, in IT brechen die Knospen auf, in I beginnen sie sich 
zu riihren, in HII ruhen sie noch. 

17. Versuch. 10. Januar 1924. 9 Uhr 30 Minuten vormittags bis 5 Uhr 
30 Minuten nachmittags (8 Stunden). I. Unbehandelt. I]. 30 bis 32°. 
III. 29 bis 31°, 745mm Hg. IV. 29 bis 31°, 50 bis 80mm Hg. V. 18,5 bis 
21,5°, 50 bis 80mm Hg. VI. Bei Zimmertemperatur gebadet in 0,005 
n Oxalsiure. VII. In 0,001 n Oxalséure. 

30. Januar. Beginn des Treibens in IV, sonst nirgends. 1. bis 6. Februar. 
In IV beginnende Entfaltung, sonst iiberall Ruhe. 8. Februar. Knospen 
in IV entfaltet, beginnende Streckung in I, sonst Ruhe. 13. Februar. 
In II treiben die Spitzenknospen, in V treibt eine mittlere und eine unterste 
Knospe ist entfaltet, in VI treiben die Spitzenknospen und auch tiefer 
inserierte. In I, ITT und VII herrscht Ruhe. 17. Februar. In II, [V und 
VI volle Entfaltung, in V geringe Fortschritte, in III beginnendes Treiben, 
in I und VII noch Ruhe. 24. Februar. Uberal!l Entfaltung, auch in I und VII. 

In allen drei Versuchen iibte der achtstiindige Aufenthalt der Eschen- 
knospen im Vakuum von 30°, 50mm Hg einen sehr giinstigen Einflu8 auf 
das friihe Austreiben derselben aus, schwiacher wirkte das Warmbad und 
das Vakuum von 20°, 50mm. Begiinstigung auch durch einzelne Séure- 
biider. Hoéhere Temperatur allein erzielte nur im 17. Versuch einen kleinen 
Vorsprung im Austreiben. 

Uberblickt man die Versuche, so zeigt sich einmal die schon von 
Molisch gemachte Beobachtung bestitigt, daB die héhere Temperatur 
allein die Wirkung eines lauwarmen Bades nicht zu ersetzen vermag. 
Entweder verhalten sich die der bloBen Einwirkung héherer Temperatur 
ausgesetzten Zweige wie die unbehandelten Kontrollzweige oder ist, 
wenn die Ruheperiode der Winterknospen ihrem Ende entgegengeht, 
eine gewisse giinstige Wirkung der héheren Temperatur nicht zu ver- 
kennen, die aber jene des Warmbades nicht erreicht, das selbst wieder 
bei sehr fortgeschrittener Jahreszeit das Austreiben der Knospen sogar 
benachteiligen kann. 

Anders hingegen die erhéhte Temperatur im Verein mit einer 
Verminderung der Partiirpressung des Luftsauerst offs, die annadhernd 
dem Sauerstoffgehalt lauwarmen Wassers (Warmbad) entspricht. Die 
friihtreibende Wirkung des Luftbades von 30°C urd 50mm Hg auf 
ruhende Winterknospen kommt ungefihr der des Warmwasserbades 
gleich, so daB in der durch das Warmbad verwirklichten Kombination 
der héheren Temperatur mit der Sauerstoffarmut des Wassers die 
Ursache fiir die friihtreibende Wirkung des Warmbades erblickt werden 
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darf. Bei Zimmertemperatur ist der Treibeffekt des Vakuums von 
50mm Hg schon deutlich schwicher, zum Teil kommt er gar nicht 
zum Ausdruck. Dafiir, daB auch bei solchen niedrigen Temperaturen 
gute Friihtreiberfolge an ruhenden Winterknospen erzielt werden 
kénnten, wenn der Sauerstoffgehalt noch mehr herabgesetzt wiirde, 
sprechen vielleicht jene Versuche Webers!), in denen es ihm gelang, 
ruhende Knospen durch mehrstiindigen Aufenthalt in einer Stickstoff-, 
Kohlensiure- oder Wasserstoffatmosphire zu einem friiheren Aus- 
treiben zu bringen. . 

Die héhere Temperatur des Warmbades und des Vakuums von 
Omg Hg erhéht durch Steigerung der Atmung den Sauerstoffbedarf 
(er Knospen, der jedoch infolge des Sauerstoffmangels nicht voll 
gedeckt werden kann, so daB Sauerstoffnot entsteht. Wir hitten dann 
hier ahnliche Verhiltnisse, wie sie Piitter*) bei poikilothermen Tieren 
des naheren studiert hat. Bei der reinen Hautatmung von Fréschen 
und Blutegeln nimmt der Sauerstoffverbrauch ab, weil die Sauerstoff- 
versorgung bei normalem Sauerstoffdruck den erhéhten Bedarf nicht 
zu decken vermag, so daB es zur Bildung von unvollstandig oxydierten 
Produkten und damit zu einer Schidigung der Zellen kommt. 

Schon Nabokich®) hat den Gedanken ausgesprochen, daB bei 
nicht zu lange andauernder anoxybiotischer Atmung in geringer Menge 
entstehende Stoffe das Wachstum stimulieren kénnten. Diesen Ge- 
danken hat dann Weber*) aufgegriffen, um damit die Wirkung gewisser 
Friihtreibmittel, der Stickstoff-, Kohlensiure- und Wasserstoff- 
atmosphire, des Acetvlens und anderer Narkotika ( Verworns Erstickungs- 
hypothese), eventuell auch des Warmbades, der Trockenheit und der 
niederen Temperaturen dem Versténdnis naiher zu bringen. Die durch 
die genannten Mittel bewirkte Lihmung oder Herabsetzung der Atmung 
fiihre spiter sekundir zu einer Atmungssteigerung, die bei der gleichfalls 
die Ruheperiode abkiirzenden Verletzung ruhender Knospen sofort 
prunar auftrete und somit als das wirksame Prinzip beim Friihtreiben 
in beiden Fallen angesehen werden kénnte. Nicht sehr wahrscheinlich 
erscheint shm die Méglichkeit, ‘die sekundare Steigerung der Atmungs- 
intensitét nach vorangegangener Laihmung mit einer raschen und voll- 
stiindigen Oxydation von leicht oxydablen, wahrend der Laihmungs- 
periode angehiuften Stoffen zu erklaren, wahrscheinlicher diinkt ihm 
in Anwendung der oben erwahnten Vorstellung Nabokichs die Annahme, 
.daB im Verlauf der intramolekularen Atmung wahrend der Narkose 


1) F. Weber, Sitzungsber. d. Wien. Akad. 125, 189, 1916. 

2) A. Piitter, Zeitschr. f. allg. Physiol. 16, 574, 1914; zitiert nach 
Freund, Die Naturwiss. 11, 787, 1923. 

8) A. J. Nabokich, Beih. z. bot. Centralbl. I, 26, 7, 1910. 

*) Le. 1916, 8S. 189. 
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gewisse Stoffe entstehen, die direkt auf das Wachstum stimulierend 
wirken“. Im allgemeinen stellt sich Weber aber auf den Standpunkt, 
daB es nicht gut angeht, die Wirksamkeit der so verschiedenen Treib- 
verfahren einheitlich zu erklaren. So hat er') auch spiter fir die 
Deutung gewisser Treibmethoden das Auftreten von Wundhormonen 


angenommen. 

Meines Erachtens aber l4Bt sich der Gedanke, daB unter den Be- 
dingungen der Sauerstoffnot in ruhenden Knospen bestimmte Stoffe 
entstehen, die geeignet sind, die im fritheren Austreiben sich kund- 
tuende Entwicklungsbeschleunigung hervorzurufen, zu einer brauch- 
baren Arbeitshypothese ausbauen, die alle bisher bekannt gewordenen 
Treibverfahren umfaBt und ihr Wesen einheitlich zu erkliéren sucht. 
Eine so umfassende Hypothese kénnte naturgem&é8 auch nicht vor 
dem Wesen der Ruheperiode selbst, vor den Ursachen ihres Eintritts 
und Aufhérens in der Natur halt machen. Dazu bedarf es aber einer 
griindlichen Durcharbeitung und Erforschung eines jeden einzelnen 
Treibverfahrens in seiner Auswirkung auf den Stoffwechsel des ruhenden 
Organs, woriiber leider noch wenig bekannt ist. Weil die Wirkung der 
Treibmittel auf einzelne Knospen lokalisiert werden konnte, miissen 
die fir das Austreiben verantwortlichen Umsetzungen in den Knospen 
selbst vor sich gehen. Halten wir uns zunichst an die frithtreibende 
Wirkung des Vakuums von 30° und 50 mm Hg und des ihm verwandten 


Warmbades. 


Der Einflu8 verminderter Sauerstoffpressung auf den Stoffwechsel 
pflanzlicher Organe ist schon oft untersucht worden. Diese Forschungen *) 
suchten vor allem die Grenzen festzustellen, bei denen die anaerobe 
(intramolekulare) Atmung unterstiitzend eingreift, und beschaftigten sich 
besonders mit dem Auftreten des anaeroben Spaltungsproduktes, des 
Alkohols. W. P. Wilson*) fand, daB die an einer erheblichen Abnahme 
der C O,-Produktion erkennbare, intramolekulare Atmung von Helianthus- 
keimlingen erst in einem Gemisch von ™/,)9 Wasserstoff und */.. Luft 
eintritt. Stich*) konnte bei seinen Objekten im Durchschnitt bei 2 bis 
4 Proz. Sauerstoff ein auffalliges Absinken der CO,-Bildung noch nicht 
beobachten, dagegen war der Respirationsquotient schon bei 3 bis 4 Proz. 
Sauerstoff betriichtlich zugunsten der CO,-Ausscheidung geéndert, ein 
Zeichen fiir die Zugesellung der anaeroben Atmung. Wir diirfen also an- 
nehmen, da8 auch beim Warmbade und in unseren Treibversuchen mit 
einem Vakuum von 30°, 50 mm Hg (etwa 6 Proz. Sauerstoff) die Bedingungen 
fiir das Hinzutreten anoxybiotischer Atmung nahezu erfiillt sind, die sich 
vermutlich weniger im Auftreten von Spaltprodukten (Alkohol) als von 
unvollstandig oxydierten Stoffen kundtun diirfte. 


1) F. Weber, Ber. d. deutsch. bot. Ges. 40, 148, 1922; 42, 111, 1924. 
*) Literatur bei Czapek, Biochemie der Pflanzen 8, 32ff., 1921. 

3) W. Pfeffer, Unters. bot. Inst. Tiibingen 1, 655, 1885. 

*) C. Stich, Flora 74, 1, 1891. 
Biochemische Zeitschrift Band 153. 
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Schon der in pflanzlichen Organen bei Sauerstoffmangel so verbreitet 
auftretende Alkohol stellt ein Stoffwechselprodukt der anaeroben Atmung 
dar, das unter Umstanden fiir den Treiberfolg verantwortlich gemacht 
werden kénnte. Denn Jesenko (1. ¢.) fand, daB 0,5- bis | volumproz. Athy!- 
alkoholbider ein friiheres Austreiben der Knospen bedingen. Es ware 
also kein gleichgiiltiger Befund, wenn im Warmbade oder im Vakuum 
Alkohol in den ruhenden Knospen gebildet wiirde. 

Je 20g frische HaselnuBkitzchen verblieben 14 Stunden in eimem 
auf 40mm Hg evakuierten Luftraum bei 30° und einem unter normalem 
Luftdruck stehenden Raume von 30°. Jede Portion gelangte dann in mit 
150cem Wasser gefiillte Destillierkolben. Nach Ubergehen des ersten Dritte!s 
wurde die Destillation eingestellt. Weder mit dem Geruche, noch nach 
der Schlierenbildung war das Auftreten von Alkohol im Destillate zu er- 
kennen, auch die iiblichen Reaktionen der Esterbildung mit Essigsaure 
und Benzoylchlorid fielen negativ aus, ausgenommen die allerdings nicht 
eindeutige Liebensche Jodoformreaktion, die aber auch die bei 30° unter 
gewohnlichem Luftdruck gehaltenen Katzchen ergaben. Doch werden 
diese Versuche noch zu wiederholen sein. 

Wenn also im Vakuum von 50mm Hg und bei 30° Alkohol iiber- 
haupt gebildet wird, dann kann es sich nicht um gréBere Mengen 
handeln, wie sie z. B. in Friichten im sauerstofffreien Raume gebildet 
werden!). Aber selbst wenn durch Variierung der Versuchsbedingungen 
namhaftere Alkoholbildung in den Knospen bei Sauerstoffnot eintreten 
wiirde, so muB nicht erst auseinandergesetzt werden, daB die allgemeine 
Anwendung eines solchen Befundes zur Deutung anderer Treibverfahren 
oder gar des Eintritts und Ablaufs der Ruheperiode im natiirlichen 
Entwicklungsrhythmus auf groBe Schwierigkeiten stoBen wiirde. 

Auf das mégliche, ja wahrscheinliche Auftreten anderer Kérper 
unter den Bedingungen einer fiir den normalen Stoffwechsel unzu- 
reichenden Sauerstoffspannung scheint weniger geachtet worden zu 
sein. Zu denken wire da vor allem an die Bildung organischer Sauren, 
die bei Tier und Pflanze als Produkte unvollsténdiger Oxydation an- 
gesehen werden. 

Warburg*) beobachtete, daB die Entsiuerung der Blatter der Suk- 
kulenten und anderer Pflanzen im Lizhte und im Dunkeln bei héherer 
aber auch bei gewéhnlicher Temperatur durch SauerstoffausschluB ge- 
hemmt wird, doch deutete er diese Verringerung des Siéureabbaues nicht 
im Sinne einer durch den Sauerstoffmangel vermehrten Siureproduktion. 
Fiir die nachtliche Saéurebildung der Sukkulenten aber scheint eine gewisse 
Sauerstoffkonzentration optima! zu sein, da sie in einer Wasserstoff- 
atmosphire oder im luftleeren Raume sehr geschwiacht wird, wiaihrend 
bei entsprechender Verdiinnung der Luft mit Wasserstoff*) sogar mehr 


') Verschiedenheiten in der Menge des gebildeten Alkohols; P. Boysen 
Jensen, Kgl. Danske Vidensk. Selsk. Biolog. Meddel. 4, 1, 1923; ref. Bot. 
Centralbl. 4, 39, 1924. 

*) O. Warburg, Tiibinger Untersuchungen 2, 53, 1886/88. 

3) Die angewandten Verdiinnungen betrugen: *°* 4, H + '/\9 O. 
*/1o H + "/y Luft, 44H + % O, 1/99 H + 3/s9 Luft. 
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Saure als in unverdiinnter Luft gebildet wird, eine Beobachtung, die be- 
sonders in Hinblick auf unsere Versuche mit einem Vakvum von 50mm Hg 
Bedeutung besitzt. Andererseits scheint ein UberschuB von Sauerstoff 
die Saéurebildung zu hemmen. Nach Stoklasa und Ernest') scheiden die 
Wurzeln verschiedener Pflanzen bei Ersatz der Luft durch ein aus 94 Proz. 
Stickstoff und 6 Proz. Sauerstoff bestehendes Gasgemisch organische 
Séuren aus, und im Zusammenhange damit gibt Stoklasa*) an, daB sich 
der Py-Wert von Wurzeln, die in einer Bodenluft von nur 8 bis 10 Proz. 
Sauerstoff atmen, nach der sauren Seite hin verschiebt. Bei Tieren fiihrt 
nach den Untersuchungen von Weinland und Lesser*) an Ascaris und 
Lumbricus die Aufspaltung des Zuckers unter anaeroben Bedingungen 
zur Bildung von Fettsiuren. Betreffs des Ubergangs des Zuckers in or- 
ganische Saéuren bestehen verschiedene chemische Méglichkeiten, auf die 
hier nicht n&iher eingegangen werden soll. 

Es lag mir nun daran, zu zeigen, daB auch in dem von mir zum 
Friihtreiben verwendeten Vakuum von 50mm Hg und 30° die Be- 
dingungen zu einer Vermehrung der Pflanzenséuren infolge des zwar 
erhéhten, aber unbefriedigten Sauerstoffbedarfs erfillt sind. 

Ein giinstiges Objekt schienen fiir diese Versuche die Haselnub- 
kaitzchen zu sein, ein Material, das in der Hauptsache aus ruhenden 
Knospen, auf die es ja vornehmlich ankommt, besteht. Leider labt 
sich in den aus ihnen gewonnenen Extrakten die Gesamtsiure durch 
Titration nicht genau ermitteln, weil die urspriinglich hell braunlich- 
gelb gefarbten Ausziige auf Zusatz der Lauge bei Ann&dherung an den 
Neutralisationspunkt so dunkelbraun werden, daB der Farbenumschlag 
des Phenolphthaleins nach Rot nicht wahrgenommen werden kann. 
Auch durch Tipfeln auf Lackmuspapier war die Feststellung des 
Neutralisationspunktes sehr unsicher.  Vielleicht werden andere 
Methoden zum Ziele fiihren. 

DaB aber durch ein héher temperiertes Vakuum die Bedingungen 
zu erhéhter Saéurebildung iiberhaupt gegeben sind‘), lieB sich durch 
die folgenden, mit den Blattstielen der Kapuzinerkresse ausgefiihrten 
Versuche zeigen. Vorversuche ergaben, daB die in der Symmetrie- 
ebene des Blattes der Lange nach genau halbierten Blattstiele Extrakte 
tiefern, die sich in ihrem Séuregehalt nicht unterscheiden. 

Je 30 Blattstiele von Tropaeolum maius von l2em Linge (Frisch 
gewicht 16 bis 18g) wurden ihrer Blattspreite beraubt und, wie erwahnt, 
tunlichst genau langshalbiert. Die beiden Langshalftengruppen wurden, 
nachdem der an den Schnittflaichen haftende Saft durch halbstiindiges 


1) J. Stoklasa und A. Ernest. Jahrb. f. wiss. Bot. 46, 55, 1908. 
2) J. Stoklasa, Ber. d. deutsch. bot. Ges. 42, 183, 1924. 
3) Zitiert bei A. Piitter, Vergleich. Physiol. Jena 1911, 8. 47 und 210. 
*) Versuche, durch einen Farbenumschlag des Anthocyans in violetten 
Bliitenblattern (Geranium pratense, Ballote nigra, Vicia Cracca, Cirsium 
arvense) eine erhéhte Siéurebildung im temperierten Vakuum nachzuweisen, 
fiihrten bisher zu keinem positiven Ergebnis. 
9 * 
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Auswiissern abgespiilt worden war, durch Einwerfen in siedendes Wasser 
abgetétet und auf dem heiBen Wasserbade mehrere Stunden wiederholt 
auslaugen gelassen. Die so erhaltenen Extrakte wurden filtriert, die Filtrate 
nach dem Abkiihlen auf 100ccem aufgefiillt. Je 50cem dieser Filtrate 
verbrauchten bei der Titration mit 0,1] n Natronlauge und Anwendung 
von Phenolphthalein als Indikator: 


1. Vorversuch: 1. Halfte 0,90 cem, 2. Halfte 0.90 cem, 
.. - _-_— 2 ~., 0,80 


der Lauge. Bei diesem Verfahren, das zur Gewinnung klarer Extrakte 
fiihrt, wird der weitaus gr6éBte Teil der in den Blattstielhalften vorhandenen 
freien, nicht fliichtigen Gesamtsaéure gewonnen. Nachheriges Verreiben 
der ausgelaugten Blattstielhalften mit Quarzsand und neuerliche Extraktion 
mit heiBem Wasser lieferte Extrakte, die nur noch sehr wenig Séure ent- 
hielten. Im 2. Vorversuch verbrauchten diese zweiten auf 100 ccm auf- 
gefiillten Extrakte beider Hialften gleichviel und nur 0,08 cem 0,1 n NaOH 
pro 50cem Extrakt. 


Zur selben Zeit, Mitte August, gelangten die in gleicher Weise erhaltenen 
Liingshalften von je 30 Blattstielen der Kapuzinerkresse in die Kolben III 
und IV der auf 8. 317 skizzierten Versuchsanordnung. Die GefaBwiinde 
wurden hier und im folgenden vor der Beschickung mit Wasser bloB an- 
gefeuchtet, die geringe am Boden des Kolbens sich wihrend des Versuchs 
ansammelnde Fliissigkeit wurde mit dem betreffenden Extrakt vereinigt. 
Nach verschieden langer Einwirkung der héheren Temperatur und niedrigen 
Sauerstoffspannung wurden die beiden Proben wie oben extrahiert und die 
Ausziige titriert. Je 50 ccm der 100 cem betragenden Extrakte verbrauchten 
an 0,ln NaOH: 


1. Versuch. Die Blattstielhalften befanden sich 30 Stunden bei 29 
bis 34,5°C im 
Kolben IIL unter normalem Luftdruck . . . . . 0,80 cem 
- IV se f0hlUmlU)llUlCU eee Ue 


2. Versuch. Die Blattstielhalften befanden sich 10 Stunden bei 32.5 
bis 33°C im 
Kolben LIl unter normalem Luftdruck . . . . . 0,98 cem 
i Sy ce OO Ee Oh aeee Bie ccc so is . DD 


3. Versuch. Die Blattstielhalften befanden sich 5 Stunden bei 31 
bis 31,5°C im 
Kolben II] unter normalem Luftdruck . . . . . 0,78 cem 
IV mn SO eee eee We... . 33. s GS a 


* 


Aus den fettgedruckten Zahlen der verbrauchten Kubikzentimeter 
0,1 n NaOH ist ersichtlich, daB das Verweilen der Blattstiele bei héherer 
Temperatur und vermindertem Luftdruck zu einer deutlichen Vermehrung 
der freien nicht fliichtigen Gesamtsiure fiihrte, die um so gréBer ist, je 
linger die Einwirkung des Vakuums wahrte. Im 1. Versuch hat sich der 
Saiuregehalt verdoppelt. Auch die Turgeszenz der Blattstielhalften nahm 
um so mehr ab, je linger sie der Einwirkung des temperierten Vakuums 
ausgesetzt waren. Im Il. Versuch hatten sie sich sogar braun verfarbt, 
vielleicht eine Folge der iiber die Norm vermehrten Saéure. Das gleiche 
Verhalten erwaihnt Warburg (i. c.) fiir Blatter von Sukkulenten. 
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Hohere Temperatur allein, der auch eine richtige friihtreibende Wirkung 
nicht zukommt, fiihrt eine derartige Erhéhung des Siéuregehalts nicht herbei, 
im Gegenteil, die Siure nimmt in Ubereinstimmung mit den Angaben von 
Warburg (1. c.), Aubert") u. a. mit Erhéhung der Temperatur ab. 


Die Langshalften von 30 Tropaeolumblattstielen wurden in die 
Kolben III und V (s. die Versuchsskizze), die aber diesmal nicht evakuiert 
wurden, getan, nach 24 Stunden extrahiert, die Extrakte auf 100 ccm auf- 
gefiillt. Je 50 ccm derselben verbrauchten an 0,1 n NaOH: 


l. Versuch: Kolben ITI, 33. bis 36°C . . . . . 0,88 cem, 
ea 7 eS, Oe: s. ae a 

2. Versuch: Ps coe, ee Gp. SG »..« «1<~ OD ew 
= 7s ae on SO 6 a es eee 


Andererseits vermag auch ein Vakuum von etwa 50 mm Hg bei Zimmer- 
temperatur den Saéuregehalt der Tropaeolumblattstiele nicht betrichtlich 
zu steigern. 


Die Langshalften von 30 Tropaeolumblattstielen gelangten in den vom 
Kolben IV abgeklemmten Kolben V und in einen unter gewéhnlichem 
Luftdruck stehenden Kolben. Die Blattstielhilften verweilten darin 
30 Stunden bei 20 bis 23°C. Je 50 cem der auf 100 cem aufgefiillten Extrakte 
verbrauchten an 0,1n NaOH: 


Kolben V unter 40 bis 764mm Hg. .... . . 0,78 cem, 
» unter normalem Luftdruck .... . 0,78 


Im Gegensatz zu den Blattstielen aus dem héher temperierten Vakuum 
(IV) waren in diesem Falle die Blattstielhalften vollstaéndig turgeszent 
und hatten ihre griine Farbe behalten. 


Also erst durch die Kombination eines Vakuums von 50mm Hg 
mit héherer Temperatur (Sauerstoffmangel bei erhéhtem Bedarf) 
erreicht die Ansaiuerung in den Blattstielen der Kapuzinerkresse einen 
namhaften Betrag, wihrend sie sich bei Zimmertemperatur unter den 
Bedingungen dieses Vakuums nur unbedeutend erhebt und ihr Saure- 
gehalt bei bloBer Erhéhung der Temperatur, aber normalem Luftdruck 
sogar eine schwache Abnahme erfihrt. Es mag wohl kein Zufall sein, 
daB ein stark ausgepragter Frihtreiberfolg nur dem mit einer héheren 
Temperatur kombinierten Vakuum von 50mm Hg (Bedingungen des 
Warmbades) zukommt, wahrend das Vakuum von 50mm Hg pei 
Zimmertemperatur allein oder eine Temperatur von 30°C unter 
normalem Luftdruck allein, wenn itiberhaupt, so nur wenig die Ruhe- 
periode abzukiirzen vermag. Wenn auch der direkte Beweis ahnlicher 
Stoffwechselinderungen in ruhenden Winterknospen noch aussteht, 
so ist es doch nicht unwahrscheinlich, daB auch diese Organe im héher 
temperierten Vakuum und daher auch im Warmbade sich dhnlich 
verhalten, indem sie ihr Atmungsmaterial nur unvollstandig oxyvdieren 


1) BE. Aubert, Rev. gén. bot. 4, Nr. 41, 1892. 





ogee = 








330 K. Boresch: 


und so mit einer erhéhten Saurebildung reagieren'). Die bekannte 
Schidigung ruhender Knospen durch ein zu langes oder zu hoch tempe- 
riertes Warmbad kénnte auf die gleichen Ursachen zuriickzufiihren sein 
wie jene, die Tropaeolumblattstiele im Vakuum von 30°, 50mm Hg 
erleiden. 

DaB organische Saéuren und Saéuren tiberhaupt die Ruheperiode 
abzukiirzen vermégen, steht fest. Jesenko”) konnte zeigen, daB das 
Baden ruhender Knospen durch mehrere Stunden in_ verdiinnten 
Lésungen von Salz-, Schwefel-, Phosphor- oder Weinsiure, selbst in 
kohlensiurereichem Wasser die Ruheperiode abkiirzt. Und weil es 
doch dabei in erster Linie auf das H-Ion ankommt, ist ein ahnlicher 
Erfolg auch bei Anwendung anderer organischer Siiuren zu erwarten. 
So stellte sich auch an den von Popoff*) mit Ameisensiure, Milchsiéiure 
und anderen Fettsiuren injizierten Knospen ein friiheres Austreiben 
gegeniiber den Kontrollknospen ein, und auch unsere Versuche 10, 
12, 13, 14 und 15 lassen eine friihtreibende Wirkung von oxalsauren 
Bidern auf ruhende Knospen erkennen, die zum Teil ebensogut wie 
die eines salzsauren Bades ist oder sich gar der des Warmbades an- 
niahert. 

Da®B eine Vermehrung der Wasserstoffionen das ruhende Plasma 
zu ,,revolutionieren** vermag, ist auch von theoretischen Gesichts- 
punkten aus mehrfachen Griinden sehr plausibel. Man denke an die 
Bedeutung‘), die Siuren fiir die Quellung und das Wachstum, die 
Wasserstoffionenkonzentration fiir die Fermenttitigkeit und damit 
fiir den gesamten Stoffwechsel besitzen mag. 

Wenn aber die vermehrte Bildung unvollstandig oxydierter Stoffe 
(organischer Sauren), zustande gekommen durch gesteigerten Sauerstoff- 
bedarf bei unzureichender Deckung, als das wirksame Prinzip des 
Warmbades und des Vakuums von 30° und 50mm Hg gelten kénnte, 


1) Ob sich die erhéhte Saéurebildung durch Zunahme der titrierbaren 
freien Saure im Extrakt wie bei Tropaeolumblattstielen wird ermitteln 
lassen, werden kiinftige Versuche lehren miissen. Sollten sich keine Unter- 
schiede in den Titerzahlen ergeben, scheint mir damit ein Gegenbeweis 
gegen die Annahme einer erhéhten Siéurebildung nicht erbracht, denn es 
miiBten diese Stoffwechselanderungen nicht alle Teile der Knospe mit- 
machen, sondern nur der an Masse stark zuriicktretende Vegetationskegel, 
auch kénnten die mehr gebildeten organischen Saéuren durch vorhandene 
Basen neutralisiert oder nach Erfiillung ihrer Funktionen im Plasma sonst- 
wie verbraucht werden. 

*) F. Jesenko, Ber. d. deutsch. bot. Ges. 30, 81, 1912; Negative Er- 
gebnisse bei Salix aurita. 

8) M. Popoff, Biol. Centralbl. 48, 244, 1923. 

*) Literatur bei F. Weber, Die Naturwiss. 12, 289, 1924; Borowikow, 
diese Zeitschr. 50, 128, 1913; hingewiesen sei auch auf die alteren Unter- 
suchungen H. de Vries, Bot.-Ztg. 41, 849, 1882. 
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dann gilt es in Hinblick auf einen einheitlichen Erklirungsversuch 
des Frithtreibens tiberhaupt, zu untersuchen, ob dieser Moment auch 
fiir die tibrigen bis heute bekannt gewordenen Treibmethoden diskutabel 
erscheint. 


Sehr weitgehende Verdringung des Sauerstoffs aus der Umgebung 
der Knospen (Friihtreiben durch Aufenthalt der Zweige in einer Stickstoff-, 
Wasserstoff- oder Kohlenséureatmosphire nach Weber) oder vielleicht 
aus den Zweigen selbst (Friihtreiben durch Einpressen von Wasser nach 
Jesenko) kénnte schon bei gewéhnlicher Temperatur zu einer Sauerstoffnot 
fiihren. Gesellt sich zu diesem Sauerstoffmangel noch eine Atmungs- 
steigerung durch Verletzung (Wasserinjektion der Knospen mittels einer 
eingestochenen Spritze nach Weber und Jesenko), dann kénnten &hnliche 
Verhaltnisse wie im Warmbade eintreten: Unzureichende Sauerstoff- 
versorgung bei erhéhtem Bedarf. 


Zu einer vermehrten Saurebildung in ruhenden Knospen kénnte 
es aber auch unabhaingig vom Sauerstoffgehalt dadurch kommen, da8 
gewisse &uBere Eingriffe, die in der Norm bis zur Entstehung der Kohlen- 
siure fiihrende Oxydationsvorginge begrenzen, so daB sich héhere Séuren 
als Zwischenprodukte anhiufen. DaB’B niedere Temperatur eine erhdhte 
Saureproduktion zur Folge hat, ist bekannt'), ebenso die atmungshemmende 
Wirkung eines Wasserentzuges durch Trockenheit*), die gleichfalls die 
Ruheperiode abzukiirzen vermag. Hierher kénnte vielleicht auch die 
friihtreibende Wirkung des Kaliumcyanids gestellt werden, das als schweres 
Atmungsgift in zahlreichen Untersuchungen®) erkannt wurde und in seiner 
Wirkung so manche Ahnlichkeit mit einem Sauerstoffentzug erkennen 
1aBt. Endlich kénnten auch in diese Gruppe die mit Narkoticis erzielten 
Treiberfolge zahlen, sofern sie die Atmung hemmen {Ather und Chloroform 
nach Johannsen, Campher, Chloralhydrat, Leuchtgas, Acetylen, Rauch 
nach Weber und Molisch, Alkoholbider nach Jesenko*)). 


Es gibt aber eine andere Gruppe von Treibmethoden, die sicher oder 
wahrscheinlich gerade umgekehrt eine Steigerung der Atmung_ hervor- 
rufen. Atmungssteigernd werden alle jene Treibverfahren wirken, die mit 
irgend einer Verletzung der Knospe verbunden sind, so das Anstechen der 
Knospen mit einer Nadel, das Entblattern, das Quetschen, zu Nekrosen 
fiihrende Veraétzungen, Erhéhung der Temperatur, die bekanntlich gegen 
Ende der Ruheperiode ein friiheres Austreiben bedingen kann, vielleicht 


1) A. Mayer, Landw. Versuchsstation 18, 426, 1875; B. J. von der Ploeg, 
Justs Jahresber. 1, 287, 1879; EB. Aubert, 1. ce. 

2) Unter Umstanden kénnte Trockenheit aber auch den gegenteiligen 
Effekt ausiiben: W.S. Iljin, Flora 16, 379, 1923. 

3) A. Mayer, Landw. Versuchsstation 28, 335, 1879; H. Schroeder, 
Jahrb. f. wiss. Bot. 44, 409, 1907; J. Loeb, diese Zeitschr. 1, 183, 1906; 
Pfliigers Arch. 118, 487, 1906; O. Warburg, Die Naturwiss. 11, 159, 1923; 
diese Zeitschr. 118, 119, 1921. 

*) In diesem Zusammenhange sei auch der Angabe Jrwin-Weinsteins, 
Amer. Journ. ‘of Bot. 9, 277, 1922 gedacht, daB Athylalkohol die CO,- 
Ausscheidung von Radieschenkeimlingen unter gleichzeitiger Bildung 
organischer Sauren herabsetzt. 
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auch die Radium- und Réntgenbestrahlung') oder als Exzitatoren der 
Zellatmung fungierende ,,Reizmittel‘‘ (Popoff), unter Umstanden auch 
Narkotica, die in geringen Konzentrationen die Atmung zu steigern ver- 
mogen. 
In diesen Fallen lieBe sich der Eintritt eines Sauerstoffmankos*) 
schon aus dem Bau der Winterknospen unserer Holzgewachse sehr wohl 
verstehen. Als Uberwinterungsorgane sind sie durch derbe, wasserarme *) 
Knospenschuppen gegen die AuBenwelt abgeschlossen und ganz besonders 
die im Kern der Knospe liegende, oft von zahlreichen dicht aufeinander 
gepackten Bliattchen eingeschlossene Achse, auf deren Streckung es ja 
beim Austreiben der Knospen ankommt. Man kann sich recht gut vor- 
stellen, daB unter solchen Verhaltnissen*) der Sauerstoff der Binnenluft®) 
der Knospen im Falle einer Atmungssteigerung mangels entsprechend 
raschen Ersatzes sehr bald aufgezehrt sein wird, und es zu einer Sauerstoffnot 
infolge des erhéhten Bedarfs kommen kann. Die Anreicherung der Binnen- 
luft an Kohlenséure bei gleichzeitigem Sauerstoffverbrauch kénnte also 
ebensogut einen Treiberfolg hervorrufen wie eine Kombination der von 
Weber als friihtreibend erkannten Stickstoff- und Kohlenséureatmosphare 
in der Umgebung ruhender Zweige. Es ist aber nicht ausgeschlossen, daB 
schon die in den Gewebssiaften unter diesen Umstianden sich anreichernde 
Kohlensaure zu einer py-Anderung der in Frage kommenden Gewebe fiihrt. 
So bleiben nur noch wenige Treibverfahren iibrig, deren Anschlu8 
an die in Diskussion stehende Hypothese gesucht werden mu8. Einmal das 
Friihtreiben der Buche durch Licht nach Klebs*). In einer in Bilde er- 
scheinenden Arbeit von A. Niethammer wird gezeigt werden, daB dem 
Lichte nicht nur bei der Buche, sondern auch bei anderen Pflanzen eine 
groBe Bedeutung fiir das friihere Austreiben zukommt und daB sich diese 


') Interessant erscheint in diesem Zusammenhange das von F. Weber, 
diese Zeitschr. 128, 495, 1922 beschriebene Verhalten des ,,Oxalatnestes* 
am Grunde der Knospen réntgenbestrahlter Fliederzweige. Sollte die 
eintretende Nekrose eine Folge der Anhaiufung von Oxalséure sein ? 

2) M. Mirande, C. r. 175, 711, 1922 berichtet von einer Ansiuerung in 
abgeschnittenen und dem Lichte exponierten Zwiebelschalen infolge der 
Verwundung. 

3) Uber die durch Wassermangel erschwerte Gasdiffusion bei W. Pfeffer, 
Pflanzenphysiologie 1, 164, 1897. 

*) In diesem Zusammenhange sei auch an die interessante, von Gassner, 
Ber. d. deutsch. bot. Ges. 29, 708, 1911; 88, 203, 207, 1915; Zeitschr. f. Bot. 
7, 607, 1915; Jahrb. f. wiss. Bot. 55, 257, 1915 mitgeteilte Beobachtung 
erinnert, daB die Samen der Graminee Chloris ciliata im nicht entspelzten 
Zustande Lichtkeimer sind, im entspelzten Zustande aber ebensogut 
auch im Dunkeln auskeimen. Der durch die dicht anschlieBenden Spelzen 
bedingte Mangel an Sauerstoff macht die Samen lichtempfindlich. (Ahnliches 
bei Einwirkung intermittierender Temperatur.) Das Problem der Licht- 
keimung zeigt tiberhaupt sehr auffallige Beziehungen zum Friihtreiben. 
Siehe auch Lehmann und Ottenwdlder, Zeitschr. f. Bot. 5, 361, 1913 und 
W. A. Gardner, Bot. Gaz. 1921, 71, 249. 

5) Die Binnenluft der Pflanzen pflegt schon von vornherein arm an 
Sauerstoff zu sein. Angaben dariiber bei O. Warburg, Tiibinger Unter- 
suchungen 2, 86ff. 

®) G@. Klebs, Heidelberger Akad. d. Wiss. 1914, Math.-nat. Kl. 3. Abh. 
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Lichtwirkung durch eingefiihrte Photokatalysatoren deutlich verstarken 
laBt. Weil aber zu photokatalytischer Wirkung befahigte Stoffe in den 
Pflanzen allgemein schon vorhanden sind, erscheint es uns wahrscheinlich, 
daB die Wirkung des Lichtes auf das Knospentreiben den Charakter einer 
Photokatalyse hat, und damit wire die Méglichkeit nahegeriickt, daB es 
sich auch in diesem Falle um eine Steigerung von Oxydationsprozessen 
handelt. Abhnlich kinnte das von Weber als friihtreibend erkannte Baden 
der Knospen in Wasserstoffsuperoxyd wirken. Vom Standpunkte einer 
Atmungssteigerung lieBe sich auch der Friihtreiberfolg betrachten, den 
Weber durch Eintauchen der Zweige in eine 20proz. Kaliumnitratlésung 
oder Popojf durch Injektion ruhender Knospen mit hypertonischen Mag- 
nesium- und Mangansalzen erzielt hat, weil osmotische Einfliisse die Atmung 
zu steigern vermégen'). Abkiirzend auf die Ruheperiode wirkt endlich auch 
Darreichung von Knopscher Nahrlésung*), wenn auch der Grad ihrer 
Wirksamkeit kein bedeutender ist und auch einzelnen Salzen zukommt. 
Immerhin kiénnte auch hier an Beziehungen wie die reichlichere Bildung 
von Oxalsiure bei Ernihrung von Pflanzen mit Nitraten*) gedacht werden. 

Wie man sieht, bedarf es einer griindlichen Durcharbeitung der einzelnen 
Treibverfahren, um iiber das Wesentliche ihrer Wirkung ins klare zu kommen. 
Dann wird es sich zeigen, ob es méglich ist, allen Friihtreibmethoden ein 
gemeinsames Agens zugrunde zu legen und damit auch ihre unterschiedliche 
Wirkung zu erkliren. Sollte es sich dereinst ergeben, da8 z. B. eine Er- 
héhung der Wasserstoffionenkonzentration des Plasmas den Austritt aus 
der Ruheperiode bedingt, dann wire auch die Méglichkeit gegeben, dem 
Kernproblem, den Ursachen der Periodizitaét unserer Holzgewichse in der 
Natur naherzukommen. Schon heute erscheint die Vorstellung, sie kénnte 
die Funktion einer autogenen Py-Anderung des Plasmas sein, nicht undenk- 
bar *). 

Wenn auch im vorstehenden eine vermehrte Saurebildung als das 
wirksame Agens beim Friihtreiben in den Vordergrund gestellt wurde, 
so ist es natiirlich sehr wohl méglich, daB auch andere Produkte des anaeroben 
Stoffwechsels bzw. der unvollstaéndigen Oxydation entwicklungsbeschleuni- 
gend wirken kénnen. Erinnert sei beispielsweise an die auffallige Zunahme 
der C O,-Produktion von Weizenkeimen, die Kostytschew und Scheloumow®) 
durch Zyminextrakte und durch Zymin vergorene Glucoselésungen er- 
zielten. Aber auch in diesen Fallen diirfte eine Py-Anderung des Plasmas 
nicht belanglos sein. Durch Mitteilung unserer Arbeitshypothese sollte nur 


1) Maige und Nicolas, O. Warburg, zitiert bei W.S. Iljin, Flora 16, 
379, 1923. Allerdings kénnte ein Wasserentzug durch hypertonische 
Lisungen auch die Atmung herabsetzen. 

2) G. Lakon, Zeitschr. f. Bot. 4, 559, 1912; O. Kiihn, Jahrb. f. wiss. Bot. 
57, 1, 1917. 

3) Benecke, Bot.-Ztg. 61, 79, 1903; W. Miiller, Beih. z. bot. Centralbl. 
I, 39, 321, 1922; G@. Petrow, Moskau 1917, ref. in Zeitschr. f. Pflanzen- 
ernahrung und Diing. 2, 317, 1923. 

*) Die Arbeit von S. K. Mitra, ref. in Bot. Gaz. 72, 263, 1921, enthalt 
Angaben iiber jahreszeitliche Anderungen der Aciditaét bei Apfelbiumen, 
Anstieg derselben im November, waihrend die Gewebe im Januar und Miirz 
praktisch neutral sind. Doch wire ein Einblick in die Originalarbeit er- 
forderlich. 

5) S. Kostytschew und A. Scheloumow, Jahrb. f. wiss. Bot. 50, 157, 1912. 
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dargetan werden, daB es immerhin médglich ist, die sehr verschiedenen und 
anscheinend sich widersprechenden Methoden des Friihtreibens von einem 
gemeinsamen biochemischen Gesichtspunkte zu betrachten. Auch Weber, 
dem wir die Entdeckung vieler neuer Treibmethoden verdanken, scheint 
sich, zwar von anderen Priimissen ausgehend, der hier ausgesprochenen 
Hypothese zu nahern. Nachdem er friiher die Wirkung gewisser Treib- 
methoden auf die Bildung von Wundhormonen zuriickzufiihren versucht hat, 
schreibt er!) in seinem jiingsten Aufsatze ,,Theorie der Meristembildung* 
im AnschluB an E. Schilling*): ,,Es steht iiberhaupt kaum etwas im Wege, 
in den Wundhormonen einfach eine veriinderte Konzentration der Wasser- 
stoffionen zu erblicken™. 
Zusammenfassung, 

Die friihtreibende Wirkung des Warmbades (achtstiindige Ein- 
wirkung 30griidigen Wassers) auf ruhende Winterknospen einheimischer 
Holzgewiichse 1éBt sich annéhernd durch die gleichlange Einwirkung 
eines Vakuums von 30°C und 50mm Hg ersetzen. Bei dieser Luft- 
verdiinnung und Temperatur enthalt ein abgeschlossener wasserdampf.- 
gesiittigter Raum ungefahr so viel Sauerstoff wie das gleiche Volumen 
Wasser bei 30°C. Demgegeniiber vermag héhere Temperatur allein 
oder ein Vakuum von 50mm Hg bei Zimmertemperatur (20°C) die 
Knospenruhe nur sehr unvollkommen abzukiirzen. Als die wesentliche 
Wirkungskomponente des Warmbades ist daher die Kombination der 
héheren Temperatur mit der Sauerstoffarmut des lauwarmen Wassers 
anzusehen. Die durch Temperaturerhéhung gesteigerte Atmung fiihrt 
zu einem erhéhten Bedarf an Sauerstoff, der jedoch nur in unzureichender 
Menge zur Verfiigung steht. In der dadurch hervorgerufenen Sauerstoff- 
not ist daher das Auftreten von unvollstindig oxydierten Stoffen zu 
erwarten. An Blattstielen der Kapuzinerkresse wird gezeigt, daB es 
in der Tat nur bei vereinter Wirkung héherer Temperatur und geringer 
Sauerstoffkonzentration zu einer ansehnlichen Zunahme der freien 
nicht fliichtigen Gesamtséure kommt, wihrend diese beiden Faktoren 
einzeln angewendet, einen solchen Effekt nicht herbeifiihren kénnen. 
Vorausgesetzt, daB das Warmbad den Stoffwechsel ruhender Winter- 
knospen in &éhnlicher Weise beeinfluBt, wird die Méglichkeit, daB durch 
gesteigerte Produktion organischer Séuren und die damit verbundene 
py-Anderung des Plasmas die Knospenentwicklung beschleunigt wird, 
nicht nur fiir das Warmbad, sondern auch fiir die sonstigen Treib- 
verfahren als annehmbar diskutiert, ohne die Mitbeteiligung anderer 
Produkte des anaeroben Stoffwechsels auszuschlieBen. 


') F. Weber, Die Naturwiss. 12, 289, 1924. 


*) EB. Schilling, Jahrb. f. wiss. Bot. 62, 528, 1923. 
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Auf die groBe biologische Bedeutung des hier behandelten Problems 
braucht wohl kaum hingewiesen zu werden; wissen wir doch, daB es 
sich im Pflanzen- und ganz besonders im Tierreich bei den Adsorptions- 
und osmotischen Vorgiingen durch Membranen und dem Eindringen 
in einzelne Zellen vielfach um nichts anderes handelt als um Vorgiinge, 
die sich an gelartigen Grenzflichen abspielen. 

So eingehend nun namentlich das Adsorptionsgebiet nach den 
verschiedensten Richtungen bearbeitet wurde, so muB man sich fast 
wundern, daB die Adsorption und Osmose an und in Gele nach der 
hier uns interessierenden Richtung so gut wie gar keine Bearbeitung 
fand. Altere Arbeiten von Hofmeister und Spiro, von van Bemmelen 
kommen — fiir die hier verfolgten Ziele — nicht in Betracht, und 
ebensowenig die diesbeziiglichen Arbeiten auf dem Farbstoffgebiet 
(Ruhland, Traube und Kéhler und v. Méllendorf). 

Ich wurde von Herrn Prof. J. Traube veranlaBt, mich unter seiner 
Anleitung mit den hier vorliegenden Problemen zu_ beschiftigen, 
indem fiir verschiedenste wiisserige Gele bei der Bertthrung mit 
wisserigen Léisungen namentlich oberfldchenaktiver Stoffe (Siuren, 
Basen, indifferente Stoffe), ferner Kolloidlésungen und Lésungen ge- 
mischter Stoffe einerseits die Quellung der Gele, andererseits die Aufnahme 
der gelésten Stoffe in denselben als Zeitfunktion festgesetzt wurde. 

Es sei bemerkt, daB zunichst mein Landsmann, Herr Dr. T. Koga 
aus Osaka (Japan), mit dieser Aufgabe betraut wurde. Leider aber 
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war derselbe gendétigt, nach etlichen Versuchen tiber die Aufnahme 
von Essigsiure und Buttersiiure in einem Gelatinegel in die Heimat 
zuriickzukehren. 

Methodik. 

Die Methodik der Versuche war héchst einfach und ist insbesondere, 
wenn es sich um Messung von Quellungen handelt, mehr zu empfehlen, als 
die gewohnlich angewandten Methoden. 

Eine bestimmte Menge des Gelatinesols, meist 45 ccm eines 5proz. 
Gelatinesols [5 g reinste im Handel befindliche Gelatine') in 100 cem Wasser}, 
wurde in drei gleich groBe Kristallisierschalen vom Durchmesser 12,7 em 
eingegossen, und einige Zeit nach erfolgtem Gelieren — gewoéhnlich nach 
20 Minuten — wurde die gleiche Menge der zu untersuchenden wasserigen 
Lésung, und zwar je 30 ccm auf die Geloberfliche gegossen. Die Schalen 
wurden alsdann mit Glasplatten bedeckt. 

In der ersten Schale bestimmte man die Quellung, indem nach 3, 15, 
30, 60, 120 Minuten sowie nach 24 bzw. 48 Stunden die Abnahme des 
Lésungsvolumens durch EingieBen in einen engen MeBzylinder festgestellt 
wurde; die zweite und dritte Schale diente dazu, wm nach denselben Zeit - 
intervallen die Adsorption und Osmose der vom Gel aufgenommenen 
gelésten Substanz festzustellen. 

Handelte es sich um eine Saure oder Base, so wurden aus der zweiten 
Schale nach 3, 15 usw. Minuten je 5 ccm von dem Gel abpipettiert und der 
Inhalt der Lésungen durch Titration bei den Siuren mit Hilfe von Neutralrot 
bestimmt. Bei den Lésungen indifferenter oberflachenaktiver Stoffe war 
man gendétigt, die Konzentrationsinderungen mit Hilfe der von Traube 
fiir diesen Zweck zuerst angewandten stalagmometrischen Methode fest- 
zustellen. Hier war allerdings bei etlichen Gelen, insbesondere bei Gelatine, 
EiweiB, Natriumcholat, nur eine sehr rohe Konzentrationsbestimmung 
méglich, insofern némlich das Wasser aus den Gelen oberflachenaktive 
Stoffe aufnahm, welche bei den ersteren beiden Gelen wesentlich pepton- 
artigen Charakter haben. Bei dem Agar- und Kieselsiéuregel lieBen sich 
genauere Bestimmungen ermédglichen. 

Die dritte Schale diente dazu, um mit Hilfe der in derselben enthaltenen 
Lésung die jedesmal aus der zweiten Schale entnommene Lésungsmenge 
wieder zu ersetzen. 

Samtliche Versuche wurden bei Zimmertemperatur, und zwar im all- 
gemeinen bei 18 bis 20°C ausgefiihrt. 

Um festzustellen, wie weit nach bestimmten Zeiten die Osmose in 
das Gel hinein fortschreitet, wurden in etlichen Fallen gleichzeitig Reagenz- 
glasversuche ausgefiihrt, in denen, wenn es sich beispielsweise um eine 
Saéure handelte (Essigsiure, Buttersiure usw.) das Gel mit Neutralrot 
versetzt wurde. 

Die Berechnung der Versuchsergebnisse gestaltete sich wie folgt: 


In der ersten Spalte der weiter unten veréffentlichten Tabellen 
finden sich die Zeiten der Lésungsentnahme in Minuten bzw. Stunden. 
In Spalte 2 findet sich das nach der betreffenden Zeit noch vorhandene 
Volumen der Lésung in Kubikzentimetern, welche ein MaB der Quellung 


') Der geringe Chlorgehalt beeinfluBte die Versuchsergebnisse nicht. 
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des Gels abgibt, in Spalte 3 findet sich, soweit es sich um Titrations- 
versuche von beispielsweise Siuren handelt, die Anzahl Kubikzentimeter 
Natron von der der Saurelésung entsprechenden Normalitat, welche 
zur Neutralisation von 5 ccm der Lésung notwendig waren. In Spalte 4 
und 5 finden sich die Anzahl Gramme der gelésten Stoffe, welche 
einerseits in der zu der betreffenden Zeit vorhandenen Gesamtmenge 
der Lésung, andererseits in der Gesamtmenge des Gels enthalten waren, 
und in Spalten 6 und 7 sind die diesbeziiglichen Molzahlen enthalten. 
Selbstverstindlich wurden die Werte in den letzten vier Spalten be- 
rechnet unter Beriicksichtigung von Spalte 2, d. h. der Verminderung 
der Menge der Lésung infolge der Quellung. 


Da die Zahl der Tabellen ohnedies sehr groB war, so entschlob 
ich mich aus Griinden der Raumersparnis, die Spalten 4 und 5 bei 
den meisten Tabellen fortzulassen. Ich begniigte mich damit, die in 
der Gesamtmenge der Lésung bzw. des Gels vorhandenen Molzahlen 
zu veréffentlichen. 

Bei den stalagmometrischen Versuchen begniigte ich mich mit der 
Angabe der Tropfenzahlen. 

Fraglich erschien es mir zunichst, ob es zweckmaBig sei, die Ver- 
suche in der Weise auszufiihren, daB man die Lésung, welche das Gel 
iiberschichtete, bei ruhigem Stehen auf das Gel wirken lieB, oder ob 
man dieselbe in staéndiger Bewegung erhielt. Die letztere Methode wire 
sehr unbequem gewesen, ihre Anwendung war indessen auch nicht 
nétig, da vergleichende Versuche mit gesittigter Caprylsiurelésung, 
welche wegen der starken Oberflichenaktivitat besonders geeignet 
erschien und einem 5proz. Gelatinegel zeigten, daB selbst nach lingeren 
Zeiten die Unterschiede der stalagmometrischen Tropfenzahlen der 
Lésung bei ruhigem Stehen und standigem Schiitteln zwar vorhanden, 
aber gering waren. 


So waren beispielsweise die Tropfenzahlen bei ruhigem Stehen 
bzw. staéndigem Schiitteln am Anfang des Versuchs 98,75, nach 15 Mi- 
nuten 92.1 bzw. 90,0, nach 30 Minuten 87,0 bzw. 84,0, nach 60 Minuten 
83.0 bzw. 80,0 und nach 120 Minuten 78,0 bzw. 75,75. Die Wasser- 
aufnahme des Gels war, wie man erwarten konnte, in beiden Fillen 


gleich groB. 


Adsorption und Osmose von Fettsiuren im Gelatinegel. 


Die Tabelle I enthalt zunichst die von Wasser verursachten 
Quellungen eines 2.5-, 5- und 10proz. Gelatinegels, gemessen durch 
die Abnahme der Lésungsmenge in den angegebenen Zeiten. Daneben 
finden sich die infolge der Aufnahme oberflichenaktiver Stoffe aus 
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dem Gel verursachten Zunahmen der Tropfenzahlen. Es wurden hier 
wie in allen spiteren Tabellen, wo nicht anderslautende Angaben sind, 


je 30 com Wasser mit 45 com Gel zusammengebracht. 


Tabelle I. 


Gelatinegel. 





Zeit in 2,5 proz. 5,0 proz. 10,0 proz. 
Min. und Volumen Volumen Volumen 
Std. der Lésung Troptenzah! der Lésung Tropfenzahl der Lésung Tropfenzahl 
in ccm in ccm in ccm 
0’ 30,0 54,75 30,0 55,0 30,0 54,75 
3 29,5 54,75 29.5 56,0 29.5 56.1 
15 29,5 55,15 29.5 57,0 29,0 57,50 
30 29,5 56,0 29,0 58,0 28,5 58,75 
60 29,5 57,0 29,0 60,0 28,0 60,0 
120 29.5 58,15 28,0 61,75 27,5 62,0 
24 Std. 30,5 60,75 26,0 63,0 24.5 65,0 


Man erkennt die Zunahme der Quellung und Tropfenzahl mit 
wachsendem Gelatinegehalt. 

In den Tabellen II und LIL finden sich die Versuchsergebnisse 
in bezug auf n/10 Essigsiure und ein 2,5- bzw. 5proz. Gelatinegel. 
Auch hier wie bei nahezu allen folgenden Versuchen war die anfiangliche 
Menge der Lésung 30cem, die Menge des eingegossenen Gelatinegels 





45 ccm. 
Tabelle Il. 
n/10 Essigsiture und 2,5proz. Gelatinege!. 
:. 2. 3. 4 5. 6. 7. 
Zeit in Volumen yg Saure . Molzan! N 
Min. und || der Lé Anzahl com de _ g Saure i a Molzabl 
‘Sid. | y * a n/10 Natron ious in dem Gel Lacuna in dem Gel 

0’ 30,0 5.0 0,18 _— 0,0030 — 
3 27,0 4.6 0,15 0,03 0,0025 0.0005 
15 24.5 3.9 0,11 0,07 0,0018 0,0012 
30 23,0 3,2 0,09 0,09 0,0015 0,0015 
60 21,0 2.6 0,07 0,11 0,0011 0,0019 
120 19.0 18 0,04 0,14 0,0007 0,0023 
24 Std. 9.0 15 0,02 0.16 0,0003 0,0027 

Tabelle I11. 
n/10 Essigsiure und 5,0proz. Gelatinegel. 

0’ 30,0 5,0 0,180 -- 0,0030 — 
3 27,5 45 0,149 0,031 0,0025 0,0005 
15 26,0 4,1 0,128 0,052 0,0021 0,0009 
30 25,0 3.5 0,105 0,075 0,0018 0,0012 
60 23.5 28 0,079 0,101 0,0013 0,0017 
120 22,0 2,2 0,058 0,122 0,0010 0,0020 
24 Std. 15.5 1,9 0,035 0,145 0.0006 0,0024 


Wahrend die Wasserquellung der Gelatine zunahm von einem 
2,5- zu einem 5- und 10proz. Gelatinegel, nimmt bei Gegenwart von 
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n/10 Essigsiure umgekehrt die Quellung des Gels erheblich ab, vom 
2,5- zum Sproz. Gel. Dab durch Essigsiurezusatz zum Wasser die 
Gelatinegelquellung an sich sehr gesteigert wird, ist ja bekannt. 

Die Tabellen IV bis VII beziehen sich simtlich auf ein 5proz. 
Gelatinegel und Essigsiurelésungen von verschicdener Normalitat. 


Tabelle IV. 


0,05 n Essigsiure und 5,0proz. Gelatinegel. 








1. 2. 3. 4. 5. 6. 7 
Zeit in Volumen : Saure Molzabl 
~ Anzabl ccm & Saure Molzah! 
ed || “im com” | 050 Natron) Re" | intdem Gel | iB 48° in dem Gel 
0’ 30,0 5,0 0,09 _ 0,001 5 — 
3 28.5 4,9 0.084 0,606 0,001 4 0,000 1 
15 27,5 4,1 0,068 0,022 0,001 1 0,000 4 
30 26,5 3,5 0,056 0,034 0,000 9 0,000 6 
60 26,0 2,9 0,045 0,045 0,00075  0,00075 
120 25,0 2,2 0,033 0,057 0,00055 0,000 95 
24 Std. 19,5 2.0 0,023 0,067 0,000 39 =. 0,001 15 
Tabelle V. Tabelle VI. 
0,2n Essigséure u. 5proz. Gelatinegel. | 0,25n Essigséureu.5 proz. Gelatinegel. 
1. 2. 3. 6 7 3 2. 3. 6. 7 
. — = 
Zeit in ce Se 47 a6 Zeit in 6. § i ef 4, 
Eas an =F = B2c 2e&5 Se a0 
Min.und 35° £2 $33 25 Minund 3559 345 3s $. 
Std. >3* 54 = = Std. >3* ; £5 es 
0’ 30.0 50 0,006 _— Y . 300, 50 00075 — 
3 27,0 45 0,0048 0,0012 3 * 27.0 45 0,0060 0.0015 
15 25,0 3,8 0,0038 0,0022 1 $240 37 0,0044 0,0031 
30 23.0 3,3 0,0030 0,0030 30 225 3,1 0,0035 0,0040 
60 21.0 2,7 0,0023 0,0037 60 205 25 0,0026 0,0049 
120 20.0 21 0,0015 0,0045 120 190 20 0,0019 0,005! 
24 Std. 75 19 0,0005 0,0055] 24 Std. 7,0 19 0,0007 0.0068 





Tabelle VII. 
1,0n Essigsiure und 5,0proz. Gelatinegel. 





3. 2. 3 6 
Zeit in Min. Volumen der Anzahl com Molzahl in der Molzahl in dem 
und Std. Lésung in com 1,0n Natron Losung Ge 
0’ 30,0 5,0 0,030 — 
3 27,0 44 0,024 0,006 
15 24.5 3,7 0,018 0.012 
30 23.0 3,2 0.015 0,015 
60 20,5 28 0,012 0,018 
120 19.5 2.0 0,008 0,022 


24 Std. 5.0 19 0,002 0,028 
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Die Quellung des Gels nimmt, wie man erkennt, zu mit zunehmen- 
dem Sauregehalt. Die Geschwindigkeit der Adsorption und des Ein- 
dringens der Essigsiure im Gel wird am besten veranschaulicht durch 
die Kurven der Abb. 1. Die Kurven haben den typischen Charakter 
der Oberflachenspannungs- und Adsorptionskurven und verlaufen so, 


wie man erwarten konnte. 
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Abb. 1. 
Die Tabellen VIII bis XI beziehen sich auf Buttersdurelésungen 
verschiedener Normalitét und ein 5proz. Gelatinegel. 
Tabelle VIII. Tabelle 1X. 


n/10 Butterséure und 5proz. 0,125n Buttersiure und 5proz. 
Gelatinegel. Gelatinegel. 





te 


3. 


> 


t 
a 
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1. 


Zeit in 
Min. und 
Std. 


Zeit in 
Min. und 
Std 


Volumen 
der Lésung 
in com 
Anzahl com 
n, 10 Natron 
Molzahl in 
der Lésung 
Molzah! in 
dem Gel 
Volumen 
der Lésung 
in com 
Anzahl ccm 
0,125n 
Natron 
Molzahl in 
der Lésung 
Molzahl in 
dem Gel 


0,0038,  — 

0,0033 | 0,0005 
0,0027 | 0,0011 
0,0022 | 0,0016 
0,0017 | 0,0021 
0,0011 | 0,0025 
0,0009 | 0,0029 


0,0030 — 0’ 
0,0023 | 0,0007 3 
0,0019 0,0011 15 
0.0016 | 0.0014 30 
0,0013 | 0,0017 60 
0,0009 0,0021 120 
0,0005 0.0025] 24 Std. 


_ 
~_ 


v 
3 
15 27,5 
30 26,5 
60 25,5 
120 24.5 
24 Std. 19.5 
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Tabelle X. Tabelle XI. 


0,.2n Butterséiure und 5proz. 0,25n Buttersiure und 5proz. 
Gelatinegel. Gelatinegel. 





3. 


° 
o 


der Lésuny ° 
Volumen 

der Lésung w 
in com 
0,250 
Natron 


dem Gel 


Std. 


Anzahl com 
0.2n Natron * 
Molzahl in 
Molzabl in | 
Anzahl com 
Molzehl in 
der Lésuny 
Molzahl in 
dem Gel 


0.0060 — 0’ 5, 00075 — 
0,0048  0,0012 3 i 0.0059 0,0016 
0,0037 0,0023 15 . . 0,0046 0,0029 
0,0030 | 0,0031 30 f 0,0035  0,0040 
0,0024 0,0036 60 ’ 0,0025 0,0050 
0,0017 | 0,0043 120 y t 0.0020 0.0055 
0,0011 | 0,0049 | 24 Std. 14,0 c 0,0013 0,0062 


em or 
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60 
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DaB die Séiurequellung eines Gelatinegels fir Essigsiure wesentlich 
gréBer ist als fiir Buttersiiure, ist eine Feststellung, welche sich mit 
alteren Feststellungen deckt. Auffallend erscheint aber zuniichst die 
Tatsache, zu welcher ein Vergleich der letzten Spalten der entsprechen- 
den Essigsiure- und Buttersiuretabellen fiihrt. Es zeigt sich, dag die 
entsprechenden Kurven so gut wie vdllig zusammenfallen, d. h. dap die 
Geschwindigkeit der Aufnahme der stark oberflachenaktiven Buttersdure 
in das Gel nicht gréBer ist als diejenige der weit weniger oberfldchen- 
aktiven Essigsdure. 

Es wurden nun Diffusionsversuche mit Essigsiure- und Butter- 
siurelésungen in der Weise ausgefiihrt, daB in Reagenzglisern die 
gleiche Gelmenge eines 3proz., mit sehr geringer Menge Neutralrot 
versetzten Gelatinegels mit gleichen Mengen der wisserigen Saure- 
lésungen iiberschichtet wurde. 

Die Tabelle XII zeigt die Versuchsergebnisse. 


Tabelle XII. 
Diffusionsgeschwindigkeit in cm in 3proz. Gelatinegel. 





Essigsaure Buttersaure 


Zeit in 
Min. und - — 
Std. 10n 0.2n 0.1n 0,05n 1,0n 0.20 On 0.050 


0.50 0,40 0,30 0,20 1,50 0,40 0,30 0,25 
0,70 0,57 0,40 0,30 0,65 0,50 0.40 0.30 
0,90 0,70 0,50 0,40 0,75 0,60 0.45 0.35 
1,00 0,85 0,60 0,45 0,90 0,70 0,55 0,45 
1,30 1,00 0.75 | 0,55 1,10 0,90 0,70 0,60 
1,50 1,20 0,90 0,70 1,20 1,10 0.85 0,70 
3.60 2.60 2,10 1,60 --- — — 


Die Geschwindigkeit des Vordringens der beiden Sduren in das Gel 
ist nur sehr wenig verschieden. 
Biochemische Zeitschrift Band 153. 23 
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Die weitere Besprechung der hier vorliegenden Versuchsergebnisse 
erfolyt in der folgenden Mitteilung des Herrn Prof. T'raube. 

Es wurde nun noch eine starke oberflachenaktive Fettsiure ge- 
wihlit: die Caprylsdure. Eine n/320 wiisserige Lésung ist nahezu 
gesittigt. Die Titrationsmethode war leider nicht méglich und muBte 
daher die stalagmometrische Methode herangezogen werden. Die 
Tabelle XIII enthalt die Ergebnisse. Das Gelatinegel war 5proz. 


Tabelle XI11. 
Caprylsaure. 





Zeit in n 320 : n/640 n/1280 
Min. und Volumen Volumen Volumen 
Std der Lésung | Tropfenzahl der Lésung Tropfenzahl der Lésung  Tropfenzahl 
in com in com in com 
0’ 30,0 99,25 30,0 79,00 30.0 72,25 
3 29,5 98,00 29.5 78,25 29.5 71,75 
15 29.5 94,00 29.5 75,2F 29.5 69,75 
30 29.5 88,00 29.5 72,25 29,5 68,00 
60 29,25 83,75 29,25 71,00 29,25 67,00 
120 29,0 80,75 29,0 69,00 29,25 66,25 
24 Std. 27,0 74,75 28,5 68,00 28,25 65,25 
48 , — — 27,0 63,00 27,50 64,50 


Die Caprylsiure hat, wie man erkennt, auf die Gelatinequellung 
kaum einen EinfluB (vgl. Tabelle 1), Ein Vergleich der Tropfenzahlen 
mit den Tropfenzahlen in Tabelle I zeigt, daB die Adsorption der Capryl- 
siure nach 24 und 48 Stunden nur in verdiinntesten Lésungen eine 
vollstandige ist, und dag die Adsorption trotz der groBen Oberfldchen- 
aktivitat der Caprylsdure nur allmihlich fortschreitet. Vgl. dazu die 
Ausfithrungen beziiglich des geringen Einflusses des Schiittelns S. 337 


Adsorption und Osmose von Fettsiuren in anderen Gelen. 


Gewahlit wurde ein Gel aus Hiihnereiweif, Agar, Natriumcholat 
(von Chemische Fabrik Riedel) und Kieselsdure, ferner gemischte Cele 
aus Gelatine und Lecithin (von Merck), sowie HiihnereiweiB und Eigelb. 

Bei den Versuchen mit HithnereiweiB wurde das EiweiB von 
zwei Eiern unter gleichen Temperaturbedingungen in dem weiter oben 
erwahnten Kristallisierschalen auf dem Wasserbade zum _ Gelieren 
gebracht. 

Das Agargel wurde durch Kochen von 2,5proz. Agar hergestellt ; 
das Natriumcholatgel war 3proz. und wurde durch Koagulieren mittels 
einer sehr geringen Menge Calciumchlorid erzeugt und die Herstellung 
eines Kieselsiuregels erfolgte durch Versetzen einer konzentrierten 
Wasserglaslésung mit Salzsiure und geniigendem Auswaschen. 
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Die lecithinhaltigen Gelatinegele wurden hergestellt durch inniges 
Mischen eines 5proz. Gelatinesols mit 2proz. Lecithin von Merck, und 
beim Eiweib-Eigelbgel war das Mengenverhiltnis von Eiwei8 und 
Eigelb dasjenige in Hithnerei. Wie weiter oben, wurden im allgemeinen 
45 ccm der Sole geliert und mit 30 ccm der Lésungen in Berithrung 


gebracht. 
Tabelle XIV. 
0,125n Butterséure und Gel aus 
5proz. Gelatine + 2proz. Lecithin. 


Tabelle XV. 


n 10 Essigséiure u. HiihnereiweiBgel 
(2 Eier). 





1. 2 3. 6. 7 
u I oc = 
Zeitin | §$— Bee =§ | 35 
E25 =F 42 ~ 
Min. und soo BANS =< 4 
. tc S23 =~ = E 
0’ 30.0 50 0.0038 —- 
3 290 46 00033 0,0005 
15 28.0 42 0.0029 0.0009 
30 27,5 38 0,0026 0,0012 
60 265 27 0,0018 0,0020 
120 260 19 00012 0,0026 
24 Std, 220 17 0,0009 0.0029 


Tabelle XVI. 
n/l0 Essigséure u. Gel aus Hiihner- 


“2 2 3. 6 7 
= ae csc c 
Zeit in . Sc 85 =; “3 
Min. und 58 3 3zZ 48 | ps 
Std. 6 S 5 & se si =* 
0’ 30.0 50 0.0030 
3 29.0 44 0.0026 0,0004 
15 285 34 0,0019 00011 
30 275 2,6 00014 0,0016 
60 27,5 1,6 0,0009 0.0021 
120 26,5 0,8 0,0004 0,0024 
24 Std. 24.0 Tropten 0,0030 


Tabelle XVII. 
n/10 Butterséure u. Hiihnereiwei{- 





eiweiB und Ejigelb (1 Ei). gel (2 Eier). 
1. 2. ‘ 3. ” 7 1. 2 3. 6 7 
a —- 3B. 
Zeit in SS¢ 25 sf £3 Zeit in te ge a? =3 
Min. und gs 3 =z ss } Pe Min. und §8 3 32 <5 +: 
wc ke OS ne ee eS 
0 300 50 00030 — 0’ 30.0 | 50 0,0030 
3 29.0 44 0,0026 0,0004 3 29.0 44 | 0,0025 0.0005 
15 29.0 3,6 0,0021 0,0009 15 28,5 3,6  0,0020 0,0010 
30 285 32 0,0018 0,0012 30 28.5 29 0,0017 0,0013 
60 28.5 26 0,0015 0,0015 60 28,0 20 0,0010 0,0020 
120 28.0 1,7 0,0010 00020] 120 27.5 09 0.0005 0.0025 
24Std. 265 0.4 (0,0002 0.0028] 24 Std. 26.5 a Soten 0,0030 





TabelleX VI1]. n, 10 Butterséiure und Gel aus HiihnereiweiB und Eigelb(1 Ei). 





1. 2. 6. 7 
Zeit in Min. Volumen der Anzahl com Molzahl in der Molzahl in dem 
und Std. Lésung in ccm n 10 Natron Losung Gel 
0’ 30,0 50 0,0030 —- 
3 29,0 45 0,0026 0,0004 
15 29,0 4.0 0.0023 0,0007 
30 29,0 3.5 0,0020 0,0010 
60 28,5 2,7 0,0015 0,0015 
120 28,5 1,6 0,0009 0,0021 
24 Std. 28.0 04 0.0002 0.0028 


23 * 
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Ein Vergleich der Tabelle XIV mit Tabelle LX lehrt, daB weder 
die Quellung der Gelatine noch die Adsorption und Osmose der Buttersdure 
in die Gele nachweisbar durch den doch sehr betrichtlichen Lecithingehalt 
beeinflupt wird. Zieht man die starke Oberflichenaktivitat der Butter- 
siture in Betracht, so ist dies ein gewiB beachtenswertes Ergebnis, 
welches man nicht ohne weiteres erwarten konnte. Die Tabellen XV 
bis XVIII zeigen sogar, daB die Adsorption und Osmose von Essigsdure 
und Buttersdure in ein eigelbhaltiges Eiweifgel geringer und ebenso die 
Gelquellung geringer ist als fiir ein Eiweifgel als solches. 

Essigsiure und Buttersdure dringen daher offenbar im wesentlichen 
auf dem Wasser- und nicht Lipoidwege in die Zellen ein. 

Anders verhdlt sich die stark oberflichenaktive und lipoidldsliche 
Caprylsdure. Hier muBte die Tropfmethode angewandt werden. 


Tabelle X1X. 





Wasser Gesattigte Caprylsdurelésung 
Zeit — - — — ——— — 
in Gel aus 5proz. Gel pee Speen. Gel aus 5proz. oe oe pene. 
Min. Gelatine + 2proz. Lecithin Gelatine + 2proz. Lecithin 
und , é: ¥ ~ id , aN ~ eo ae ~ f ~ nce, Oe 
Volumen Volumen Volumen . Volumen + 
Std. d. Lésung Lin = d. Lésung — d. Lésung oe d. Losung T — 
in com im com = in com in com 


0’ 30,0 5350 30,0 5350 300 97,00 30,0 7,00 

3 295 5415 295 | 5450 295 95,25 295 93,00 
15 29,5 55,75 295 | 57,75 290 92,00 29,0 90,00 
30 290 56,75 290 60,15 29,0 87,75 290 84,50 
60 29,0 57,50 290 6200 285 8415 285 980,00 
120 28,5 | 5915 285 | 6450 280 79,00 280 74,75 
24Std. 27,0 625 27.0 | 69,15 27.0 7300 27,0 73,00 


Es wurde eine gesittigte Caprylsiurelésung angewandt. Obwohl 
infolge Aufnahme oberflichenaktiver Stoffe der Lésung aus dem Gel 
die Tropfenzahl fiir das lecithinhaltige Gel beim Eindringen von Wasser 
gréBer ist als fiir das lecithinfreie, sind die relativen Tropfenzahlen bei 
der Aufnahme von Caprylsiure fiir das lecithinhaltige Gel geringer 
als fiir das lecithinfreie Gel. 


Die Geschwindigkeit der Caprylsdureaufnahme in ein Gelatinegel 
und deren Adsorption (offenbar auch in wdsseriges Protoplasma) wird 
somit durch Lecithin erhoht. 

Bemerkenswert ist iibrigens (vgl. Tabellen XV und XVII, letzte 
Spalte), daB auch in das EiweiBgel in gleichen Zeiten sehr angenahert 
die gleichen Mengen Essigsiiture und Buttersiure eindringen. 
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Tabelle XX. Tabelle XX1. 
n/10 Essigsiure u. 2,5proz. Agargel. | n/10 Essigsiure u. Natriumcholatgel. 
1. 2. 5. 6. A 1. 2. 3. 6. . 
Zeit in gi. 5 =f — Zeit in sé. 5 sf £3 
Minund 552 22 $5 §, | Minund S92 G2 38 §; 
Std. spe c= Ss S38 Std. Ss $4 ts ss 
3 “ec =3 = 3 <e =3 = 
0’ 300 50 00030 — 0’ 30.0 56090 00030 — 
3 295 4,0 0,0024 0,0006 3 29.5 4,2 0,0025 0,0005 
15 29,0 3,3 0,0019 0,0011 15 30.0 3,2 00019 00011 
30 290 28 0,0016 0.0014 30 30,0 26 0,0016 0,0014 
60 29.0 22 0,0013 0,0017 60 31,0 18 00011 0,0019 
120 290 18 0,0010 0,0020 120 31,0 1,1 0,0007 0,0023 
24 Std. 28,5 16 0,0008 0,0082] 24 Std. —_ — — _ 
Tabelle XXII. n/10 Essigsiure und Kieselsiuregel. 
ae 2. 3. 0 7. 
Zeit in Min. Volumen der Anzahl ccm Molzahl in der Moizahl in dem 
und Std. Lésung in ccm n/10 Natron Lésung rel 
0’ 30,0 5,0 0,0030 _ 
3 29,5 3,8 0,0022 0,0008 
15 29,5 3,0 0,0018 0,0012 
30 50,0 2,2 0,0013 ; 0,0017 
60 39.0 1,0 0,0006 0,0024 
120 30.5 0,2 0,0001 0,0029 
24 Std. — anny peu us 


Die Kurven, welche das Eindringen von n/10 Essigsiure in ein 
Agar-, Natriumcholat- und Kieselsiuregel darstellen, verlaufen so wie 
fiir Gelatine und EiweiB, die Quellung der Gele ist indessen bei dem 
untersuchten Agargel sehr gering und bei den iibrigen Gelen negativ. 

Adsorption und Osmose von Fettsiuren bei Gegenwart von Salzen. 

Die Tabellen X XIII bis XX V zeigen die Ergebnisse meiner Versuche. 








a ane Tabelle XXIV. 
Gemisch gleicher Volumina von ; ‘ 2 , 
0,5n Natriumacetat u.0,5n Essigsiure| Gemisch gleicher Volumina von 
(30cem Lésung + 45cem 5,0proz. | 0.5n Natriumbutyrat u. 0,5n Butter- 
Gelatinege!). sdure u. 5,0proz. Gelatinegel. 

1. 2. 3. 6. 7 1. a 3. 6 7 
Zeit in Te Bos 4 | 45 Zeit in af. ios ot | £5 
Minund 353 2R5 $8 §, | Minund 233 EQS $8 4: 

Std. >3* iw £3 zs Std. >3* ig $3 23 

0’ 30,0 50 0007 — 0’ 30.0 50 0007 — 

3 295 4.2 0,0062 0,0013 3 295 40 0,0059 0,0016 

15 295 34 0,0050 00025] 15 295 32 0,0046 0,0029 

30 295 2,9 0,0043 0,0032 30 29.5 2,7 0,0040 0,0035 

60 29,0 2,5 0,0036 0,0039 60 295 21 0,0031 0,0044 

120 29.0 2,0 0,0029 0,0046] 120 29.0 18 0,0026 0,0044 
24 Std. 265 2.0 0,0027 0,0048] 24Std. 265 18 0,0024 0,0051 
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Tabelle XXV. 


Gemisch gleicher Volumina von 0,5n Kaliumsulfat und 0,5n Buttersaure 
und 5proz. Gelatinegel. 





1. 2 3. 6. 7. 
Zeit in Min. Volumen der Anzahl ccm Molzahl in der Molzahl in dem 
und Std Lésung in com 0.25n Natrium Lésung Gel 
0’ 30.0 5.0 0.0075 - 
3 29.5 3,8 0.0056 0,0019 
15 29,5 3.1 0,0046 0.0029 
30 29.5 2.7 0,0040 0.0035 
60 29.5 2,2 0,0032 0,0043 
120 29.0 1.8 0,0026 0.0049 
24 Std. 26,0 1,7 0,0022 0,0053 


Kin Vergleich der Tabellen XXIII, XXIV sowie XXV mit den 
weiter oben veréffentlichten Tabellen, welche sich auf die Aufnahme 
von Essigsiure und Buttersiure in ein Gelatinegel beziehen, zeigt 
zunichst in Ubereinstimmung mit Messungen fritherer Autoren die 
auBerordentliche Herabdriickung der Siurequellung durch Salze.  Be- 
merkenswert auch in biologischer Hinsicht ist es (vgl. die letzte Spalte 
der Tabellen), daB offenbar infolge jener Verminderung der Gelquellung 
das Eindringen der Siuren in das Gel bei Gegenwart von Salzen 


wesentlich vermindert wird. 


Adsorption und Oxmose yon Diithylamin in verschiedenen Gelen. 

Wir begniigen uns damit, das Eindringen der stark oberflachen- 
aktiven Diithylaminbase in verschiedenen Gelen zu untersuchen. 

30cem 0,5n Diithylamin wurden mit 45 cem der betreffenden 
gelierenden Sole in Beriihrung gebracht: Die Titrationen erfolgten 
mit Phenolphthalein. 

Die Tabellen XXVI bis XXIX enthalten die Ergebnisse der Ver- 


suche 








Tabelle XX VI. Tabelle XX VII. 
0,5n Diathylamin und 5proz. 0,5n Diathylamin und HiihnereiweiS 
Gelatinegel. (2 Eier). 
! 2 3. 6 7 1. 2 3 6. 7 
Min. und 38 3 =. <5 ts Min. und 58 3 =: = fe 
Sd. Ss® #2 2s 33s Sd 6 is3"| go Ss | S38 
a 2 is =3 = a) = 23 = 
0’ 30,0 5.0 0.0149 _— 0’ 30.0 5,0 0,0149 — 
3 29.0 46 | 90,0133 0,0016 3 265 44 0,0117 0,0032 
15 28,5 3,8 0,0108 0,0041 15 240 38 0,009] 0,0058 
30 28,0 3,2 0,0090 0,0059 30 220 34 9.0075 0,0074 
60 27,5 2,4 | 0,0066 | 0,0083 60 20.0 2,8 0,0056 0,0093 
120 27,0 1,7 | 0,00388 00111 120 18,5 2,1 0,0039 0,0110 
24Std. 17.0 1,0 0,0017 0.0132] 24Std. 180 1,1 | 0,0020 0,0129 

















Tabelle XXVIII. 
0,5n Diaéthylamin und 2,5 proz. 
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‘abelle 


XXIX. 


0,5n Didthylamin und 








Agargel Kieselsauregel. 
1 2. 3. 6. 7. & 2. 3. 6 7 
a =- c= c-_ ~ e— c™ e 
Zeit in $e 3y =§ po Zeit in $S6 32 rot aa 
Min. und 5s 3 =. 35 3 = Min. und 53 3 =. 3s , « 
Std. >3* é2 +5 2% Std >3* &2 £3 33 
0’ 30.0 5.0 0.0149 -- 0’ 30,0 560 0.0149 
3 29.0 45 0.0131 0.0018 3 30.0 44 (00132 0.0017 
15 28.5 3.8 0,0108 0.0041 15 30.0 38 00114 0.0085 
30 28.5 3.1 0.0088 0.0061 30 35,0 3.6 0.0126 0.0023 
60 28.5 25 00,0071 0.0078 60 45.0 34 00153 -0.0004 
120 28.5 19 0.0054 0.0095 120 525 34 0.0179 -0.0039 
24 Std. 28.5 14 0.0040 0.0109] 24 Std. 72.0 35 | 9.0252 -0,0103 


Fiir das Gelatine- wie EiweiBgel ergaben sich erhebliche Quellungen, 
wihrend die Quellung des Agargels sehr gering ist und das Kiesel- 
siiuregel aus erklarlichen Griinden eine teilweise Lésung erfihrt. 

Die Base dringt allmahlich in das Gelatine-, EiweiB- und Agarge!l ein. 


Adsorption und Osmose indifferenter oberflichenaktiver Stoffe 
in verschiedenen Gelen. 


Von weniger stark oberflichenaktiven Stoffen wurden Propyl- 
alkohol- und Urethanlésungen untersucht. 30 ccm einer n/8 wiisserigen 
Propylalkohollésung sowie einer n/8 Urethanlésung wurden auf 45 ccm 
eines 5proz. Gelatinegels sowie letztere Lésung auch auf 45 ccm eines 
5proz. Gelatinegels, welches 2 Proz. Lecithin § enthielt. 
Tabelle XXX enthalt die Ergebnisse. 


gegossen 


Tabelle XXX. Propylalkohol und Urethan. 











Zeit 0,125n Propylalkohol 0,125n Urethan und Otay Seiten ane Oot 
in und 5,0 proz. Gelatinegel 5.0 proz. Gelatinegel M Sesen Lecithin 
Minuten 
und Volumen ‘. Volumen Volumen : 
: der Lésung Tropfenzah! der Lésung Tropfenzahl der Lésung Troptenzabl 
Stunden in com in ccm in com 
0 30,0 60,00 30,0 58,00 30.0 58,00 
3 29.5 59,75 29,6 58,25 29.5 59,00 
15 29,6 59,15 29,5 59,00 29.5 61,50 
30 29.0 59,00 29.5 59,50 29,5 62,75 
60 29,0 60,00 29,0 60,00 29,0 64,15 
120 28.5 60,15 29.0 60,00 29.0 65,50 
24 Std. 27.5 61,75 28.0 62,50 27.5 69,50 
Ein Einflu®B des Propylalkohols und Urethans auf die Wasser- 


quellung ist nicht nachweisbar. Die Schliisse aus der Tropfenzah! 
sind sehr unsicher wegen der Extraktion oberflichenaktiver Stoffe 
aus dem Gel durch das Wasser (vgl. Tabellen I und XIX), aber man 


kann aus dem Verhalten dieser Stoffe unter anderem gegeniiber dem 
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Agar (s. weiter unten) wohl schlieBen, daB dieselben in das Gel langsam 
eindringen, und jedenfalls wirkt der Lecithingehalt auf das Eindringen 
nicht begiinstigend. 

Die Tabelle XXXI behandelt die Adsorption und Osmose der 
oberflichenaktiveren Stoffe Athylacetat und i-Amylalkohol. 

Aus dem Gange der Tropfenzahlen kann man immerhin schlieBen, 
daB® Athylacetat und namentlich i-Amylalkohol sehr erheblich in das 
wisserige Gelatinegel eindringen und _ bei Beriicksichtigung 
Tabelle XIX scheint es, daB der Lecithingehalt die Aufnahme des 
oberflichenaktiveren Amylalkohols begiinstigt. | Bemerkenswert ist 
die Wirkung des Chlornatriumzusatzes zur i-Amylalkohollésung auf 
die Tropfenzahl und offenbar auch Adsorption und Osmose (vgl. den 
EinfluB des Salzzusatzes bei den Fettsiurelésungen, Tabellen X XIII, 
XXIV und XXV). 

Beim i-Amylalkohol findet offenbar eine Begiinstigung der Osmose 
durch den Salzzusatz statt, wihrend bei den Fettsiuren infolge der 
Verringerung der Wasserquellung des Gels durch den Salzzusatz eine 
Herabsetzung der Osmose statthat. 

Tabelle XXXII enthalt die Versuche mit dem stark oberflichen- 
aktiven Octylalkohol. ' t " 
Bei Hinweis auf Tabelle XIX kann es hier keinem Zweifel untér- ' 

liegen, daB dieser Alkohol ebenso wie die stark oberflachenaktive 
Caprylsiiure von dem Gelatinegel allmihlich véllig oder nahezu vollig 
aus der wiisserigen Lésung extrahiert wurde und dap zweifellos der ; 
Lecithingehalt die Geschwindigkeit der Aufnahme und iiberhaupt die 
Aufnahme derartiger stark oberflichenaktiver und lipoidléslicher Stoffe 
erhoht. 

Die Versuche mit EiweiB sowie EiweifS und Eigelb fiihrten zu 

denselben Ergebnissen wie die Versuche mit Gelatine und Lecithin. 


von 


Tabelle XX XIII. 
Urethan und i-Amvlalkohol und EiweiB. 





0,125n Urethan 0,125n Urethan 0,125n isAmyl- 0,125n i-Amyl- 


und Gel aus und Gel aus alkohol und Gel alkohol und Gel 
Zeit in Hihnereiweif Hubnereiweifs aus Huhnereiwcif aus Huhnereiweif 
Minuten (2 Eier) + Figelb (i Ei) (2 Eier) 4 Eigelb a ED 
und s2 cm cz cu 
Stunden 2 5 § Tropten- g 5 5 Tropfen- g 5 § Tropfen- z 5 | Tropten- 
258 4 zahl 28 = zahl 25 : zahl =8 4 zahl 
> od aso” ao” 
0’ 30,0 58,CO 30,0 58,00 30.0 97,00 30.0 97,00 
3 26,5 58,00 28,0 65,25 29,0 94,50 29.0 94,50 
15 235 58,50 27,0 70,50 28.0 93,00 28,0 93,75 
30 21,0 58,75 27.0 71,00 27,5 92,00 75 93,00 
60 18,0 59,00 27,0 71,00 26,5 90,75 27,5 92,00 
120 17,5 61,50 26,5 71,15 25.5 84,00 26.5 87,15 
60,75 71,15 18,0 76,50 23,0 81,00 
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Fir Urethan ist kein EinfluB des Eigelbs auf die Geschwindigkeit 
der Adsorption und Osmose nachweisbar, bei i-Amylalkohol scheint 
der Eigelbgehalt in dieser Beziehung beschleunigend zu wirken, fii 
den Octylalkohol (s. Tabelle XX XI) lieB sich mit Sicherheit sagen, 
daB das Eigelb die Aufnahme dieses stark oberflichenaktiven und 
lipoidléslichen Alkohols in dem Gel erheblich begiinstigt. 

Der Fehler, welcher infolge der Aufnahme oberflichenaktiver 
Stoffe aus dem Gel von seiten der Lésungen den stalagmometrischen 
Messungen anhaftet, ist bei dem Ejiwei®gel (vgl. Tabelle XX X11) 
wesentlich geringer als beim Gelatinegel. 


Tabelle XXXIV. Wasser, Urethan, Octylalkohol und Agar. 





Gesattigte Octylalkohol- 


Was 0.125n Ureth 
Zeit in end 2 Shree. Aguas ey ee nee lésung und 2.5Proz 
“ . ” vei 5 Agargel 
Minuten 
und Volumen Volumen Volumen 
Stunden der Lésung Tropfenzahl der Lésung Tropfenzahl der Losung Tropfenzahl 
in com in com in com 
30,0 53,25 30.0 58,00 30,0 115,00 
3 29,0 53,25 29,0 57,50 29.0 112,00 
15 28,5 53,25 28,5 57,15 28,5 107,50 
30 28,0 53,25 28,0 56,75 28,0 102,00 
60 27,5 53,25 27,5 56,50 27,5 97,50 
120 26,5 53,75 26.0 56,00 26,5 92,00 
24 Std. 26,0 59.15 246, 56,00 25,0 81,00 


Besonders beachtenswert sind die Ergebnisse mit Agar, weil hier 
die Tropfmethode einigermaBen quantitative Resultate ergibt, denn 
man erkennt, da die Tropfenzahl sich selbst nach 2 Stunden beim 
Cberschichten des Agars mit Wasser nur um einen halben Tropfen andert. 

Das nicht sehr stark oberflichenaktive Urethan wird ebenso wie 
der stark oberflachenaktive Octylalkohol allmahlich von Gel aufge- 
nommen. 

Tabelle XXXV. 
Wasser, Urethan, Octylalkohol und Kieselsiurege!. 





ican Wasser 0,125n Urethan 0,125 Octylalkohol 
Zeit in und Kieselsauregel und Kieselsauregel und Kieselsauregel 
Minuten 
und Volumen Volumen Volumen 
Seund der Lésung Tropfenzehl der Lésung Tropfenzahl der Lésung Troptenzahl 
nine in com in ccm in com 
v’ 30,0 53,15 30.0 57,75 30,0 116,00 
3 29'5 53.25 29.5 57,50 29.5 113,50 
15 30,0 53,25 30,0 57,15 30,0 106,25 
30 30,0 53,25 30,0 56,75 30,0 102,00 
60 30,5 53,50 30,5 56,50 30,0 97,50 
120 30,5 53,75 30.5 56,00 30.5 92,00 
24 Std. 30.5 53,75 30,0 56,00 31,0 83,00 


Die Versuche mit dem Kieselsiuregel fihrten zu ganz demselben 
Ergebnis. Auch dieses Gel ist fiir derartige Untersuchungen mit in- 
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differenten oberflichenaktiven Stoffen sehr geeignet, da die Tropfenzahl 


beim Uberschichten des Gels mit Wasser sich selbst nach 24 Stunden 
kaum iandert. 

Urethan und Oct ylalkohol verhielten sich wie beim Agargel. Von 
der Wiedergabe der Versuchsergebnisse beim Natriumcholatgel mag 
abgesehen werden, da hier von Wasser eine die Tropfenzahl erheblich 
erhéhende Menge oberflichenaktiver Stoffe aus dem Gel aufgenommen 
wurde. Aber auch hier zeigte die bedeutende zeitliche Abnahme der 
Tropfenzahl beim Octylalkohol, daB nach 24 Stunden der weitaus 
gréBte Teil vom Gel aufgenommen war. 


Quellung, Adsorption und Osmose von Kolloidlésungen sowie gemischten 
Lésungen von Kolloiden und Fettsiuren. 

Die Tabelle XXXVI gibt die Ergebnisse wieder, welche erzielt 

wurden beim Zusammenbringen von 40 ccm eines 5proz. Gelatinegels 

und 30ccem einer 0,1-, 0,2- und | proz. wisserigen Liésung von Witte- 





pepton. 
Tabelle XXX VJ. 
Verschiedenprozentige Peptonlésung (Witte). 
: 0,1 proz. Peptonlésung 0.2 proz. Peptonlésung 1 proz. Peptoniésung 
Zeit in und 5proz. Gelatinegel und 5proz. Gelatinegel und ‘5 proz. Gelatineyel 
Minuten 
und Volumen Volumen Volumen 
Stund der Lésung Troptenzahl der Lésung Troptenzah! der Lésung Tropfenzahl 
a im com in com in ccm 
0’ 30,0 64,50 30,0 66,50 30,0 71,50 
3 29.5 64,50 29.5 66,50 29.5 71,50 
15 29.0 64,75 28,0 66,50 28.5 72,00 
30 28.5 65,00 28.5 66,50 28,5 71,50 
60 28.0 65,00 28,0 66,50 28.0 71,50 
120 28,0 65,00 27.5 66,50 28,0 71,50 
24 Std. 24.0 63,00 24.0 64.50 25.0 70,00 


Man erkennt, daB das Pepton die Wasserquellung im Gelatinege! 
nicht beeinfluBt, und die annihernde Konstanz der Tropfenzahlen 
weist darauf hin, daB Pepton nicht oder sehr wenig in das Gel ein- 
dringt. Auch konnte man die Bildung einer Peptonhaut nicht sicher 
feststellen. Selbst bei Verwendung einer 2proz. Peptonlésung waren 
die Ergebnisse unverindert. 

Die Tabellen XXXVII bis XL beziehen sich auf die Versuche 
mit einer n/10 Buttersiurelésung mit verschiedenem Peptongehalt 
Es wurden stets 45cecm Sproz. Gelatinegels mit 30ccem der Lésung 
in Beriithrung gebracht. 
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Tabelle X X X VII. n/10 Buttersiure + 0,1 proz. Peptonu. 5,0 proz. Gelatinegel. 





6. 


1. 2. 3. 4. 5. 7. 
Zeit in Volumen = _ ; 
- Anzahl c Sa S Molzahl Molzahl 
g ay way Ape n 10 Natron r Léoung in fiom Gel or Laeung in dem Gel 
0’ 30,0 5,0 0,26 ete 0,0030 cone 
3 29.0 4.2 0.21 0,05 0,0024 0,0006 
15 27,5 3,9 0,19 0,07 0,0021 0,0009 
30 26,5 3,2 0,15 0,11 0,0017 0,0013 
60 25,5 2.4 0,11 0,15 0,0012 0,0018 
120 24,5 2,0 0,09 0,17 0,0010 0,0020 
24 Std. 19,0 1,3 0,04 0,22 0,0005 0,0025 


TabelleX X X VIII. n/10 Butterséure 


+ 0,25 Proz. Pepton u.5 proz. Gelatinegel. 








1. 2. 3. 4. 5. 6. 7. 
Zeit in Volumen . : ' 
Anzahl ce Saure Sa Molzahl Molzahl 
5 a a n 10 Natron r Leung in yay ‘Gel der Léowng in dom Gel 
0’ 30,0 5,0 0,26 -- 0,0030 —_ 
3 29,0 44 0,22 0,04 0,0026 0,0004 
15 28,0 3,8 0,19 0,07 0,0021 0,0009 
30 27,0 3,3 0. 16 0,10 0,0018 0,0012 
60 26,0 2,7 0,12 0,14 0,0014 0,0016 
120 25,0 2,2 0,10 0,16 0,0011 0,0019 
1 24 Std. 20,0 15 0,05 0.21 0,0006 0,0024 
Tabelle XX XIX. n/10 Buttersiure + 0,5 Proz. Pepton und 5 proz. Gelatinegel. 
1, 2. 3. 4. 5. 6. es 
Zeit in Volumen » ; 

; zahl ce Saure 2S Molzahl Molzahl 
5 wr ag n ane ateen r uh in “em Gel der Lene in dom Gel 
0’ 30,0 5,0 0,26 _- 0,0030 — 

3 295 4,2 0,22 0,04 0,0025 0,0005 

15 29,0 3,5 0,18 0,08 0,0020 0,0010 

30 28,5 3,0 0,15 0,11 0,0017 0,0013 
60 28,0 2.5 0,11 0,15 0,0013 0,0017 
120 27,0 2,0 0,10 0,16 0,0011 0,0019 
24 Std. 23,0 15 0,06 0,20 0,0007 0,0023 


Gelatinege!l. 


Tabelle XL. n/10 Buttersiiure + 1 Proz. Pepton und 5proz. 





. F-- 3. 4. 5. 6. 7. 
Zeit in Volumen = . 
= zabl Sa Sa Molzahl Molzah! 
——— - a hal n AiO Natron & Dieute ue ‘Gel py Looung in dem Gel 
0’ 30,0 5,0 0,26 — 0,0030 _ 
3 29,5 40 0,21 0,05 0,0024 0,0006 
15 29.5 3.6 0.19 0,07 0,0021 0,0009 
30 29,0 3,0 0,15 0,11 0,0017 0,0013 
60 29,0 24 0,12 0,14 0.0014 0,0016 
120 28,0 19 0,09 0,17 0,0010 0,0020 
24 Std. 25,0 14 0,06 0,20 0,0007 0,0023 
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Die Versuchsergebnisse sind von nicht unerheblichem Interesse. 
Wdhrend die Buttersdure (vgi. Tabelle VIII) trotz der sich mehr oder 
weniger gut aushildenden Peptonhaut bei allen Peptongehalten der Lésungen 
ungehindert in demselben Maf@ mit derselben Geschwindigkeit in das 


Gel hineindiffundiert wie bei Ab- 























wesenheit des Peptons, wird bei “% ¥Z in Buttersdure + 1% Pepton 
héheren Peptongehalten die Sdure- \ 7a agg, 
quellung des Gels in hohem Mape : : Len fury, tele ag 
herabgedriickt. S 25}+—+- By rd 

Die Abb. 2 macht die Er- $ | | a 
gebnisse anschaulich. N nm 

Man erkennt, daB bei Gegen- § & 
wart von 0,5 und mehr noch von ~ 225>—45-GG 60 720 
| Proz. Pepton die Siurequellung Zeit in Minuten 

Abb. 2. 


nahezu vollig aufgehoben ist. 

Recht bemerkenswert im Zusammenhang mit diesen Ergebnissen 
gestalteten sich Reagenzgiasversuche mit einem 3proz. Gelatinegel 
und obigen Lésungen. Dem Gelatinegel war Neutralrot und eine 
minimale Menge von Natronlauge zugesetzt. 


Tabelle X LI. 


Diffusionsgeschwindigkeit in Zentimetern von n/10 Buttersiure bei 
Gegenwart von Pepton in ein 3proz. Gelatinegel. 





Zeit in Stunden n 10 Buttersaure n 10 Buttersaure n 10 Buttersaure 


n 10 Buttersaure 


und Tagen u. 0,25 Proz. Pepton  u. 0,5 Proz. Pepton _—_u. 1 Proz. Pepton 
1 Std. 0,2 0,2 0,2 0,2 
a 0,3 03 03 0.3 
ma 0,45 0,45 0,45 0,45 
er 0,55 0,55 0,55 0,55 
1 Tag 15 15 15 15 
as 2,2 2,2 2,2 2,2 
_ oe 2,85 2,9 2,85 2,85 
a» 3,1 31 3,1 3,1 


Die Versuche zeigen, daB auf die Osmose der Buttersiure der 
Peptongehalt keinen Einflu8 ausiibt. Man beobachtete ferner bei 
einem Gehalt der Lésungen von 0,5 und 1 Proz. Pepton eine starke Haut- 
bildung, wiihrend bei den geringen Peptongehalten die Haut wesentlich 
weniger gut ausgebildet war. 

Zu ganz entsprechenden Ergebnissen fiihrten Versuche mit Albumin- 
bzw. Albumin- und Buttersdurelésungen. 
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Tabelle XLII. Albumini6sung und 5proz. Gelatinegel. 





Zeit in Wasser 1 Proz. Albuminlésung 
Minuten und , LL w : Bey; 
Volumen der Volumen der 
Stunden Lésung in ccm Troptenzahly Lécung ia ccm Troptenzanl 


0’ 30,0 54,00 30,0 55,25 

3 29,5 55,00 29,5 56,00 

15 29,0 56,00 29,0 56,50 
30 29,0 57,00 29,0 58,0 

60 28,5 58,50 28,5 58,25 

120 28,0 59,00 28,0 58,75 

24 Std. 25,0 63,00 25,5 58,50 

Tabelle XLIII. Tabelle XLIV. 
n/10 Buttersaéure + 0,2 Proz. Albumin] n/10 Butterséure + 1 Proz. Albumin 

und 5proz. Gelatinegel und 5proz. Gelatinegel 





aw 
> 


n/10 Natron 


! 2. 


N 
ww 
> 


n/10 Natron * 


1. 


Zeit in 
Minuten u. 
Stunden 


Zeit in 
Minuten u. 
Stunden 


Volumen 
der Lésung 
in com 
Anzahl com 
Molzahl in 
der Lésung 
Molzahl 
in dem Gel 
Volumen 
der Losuny 
in com 
Anzahl com 
Molzahl in 
der Lésung 
Molzahl 
in dem Gel 


0,0030. — 
0,0025 0,0005 


= 
aw 
= 
CS 
— 
= 
gS 


0’ 30.0 
3 29,0 
15 27,5 
30 26.5 
60 26.0 


0,0030 ~— 0’ 
0,0024 0,0006 3 . 
0,0019 0,0011 15 3,6 00,0021 0,0009 
0,0016 0,0014 30 3,0 0,0017 0.0013 
0,0011 0,0019 60 285 24 0,0013 0,0017 
120 25,0 0,0010 0.0020] 120 27,5 1,9 0,0010 0.0020 
24 Std. 20,0 0,0006 0,0024 | 24 Std. 24,0 14 0,0007 0,0023 
Bei Verwendung der | und 2 Proz. Albumin haltigen Buttersiure- 
lésung beobachtete man eine gute Haut bildung, wahrend bei Verwendung 
der 0.2 proz. Albuminlésung die Hautbildung nur schwach war. In vollem 
Einklang hiermit stehendie Ergebnisse, welche die Saurequellung betreffen. 
Die Tabellen XLVI und XLVII beziehen sich auf gemischte 
Lésungen von Essigsdure und verschiedenen Kolloiden, und inshesondere 

auch sauren und basischen Farbstoffen. 

Tabelle XLV. Tabelle XLVI. 


n/10 Buttersiure + 2 Proz. Pepton n/10 Essigséiure + | Proz. Pepton 
und 5proz. Gelatinegel und 5 proz. Gelatinegel 


Cote 
bo by bo 
PFS 
anc 
“oo 


te 


— 
— 





BS Se So mo 


uu 





w 
> 


1. 2. 


tw 
ar 
> 


n10 Natron * 


1 


Zeit in 
Minuten u. 
Stunden 


Zeit in 
Minuten u. 
Stunden 


Volumen 
der Lésung 
in com 
Anzahl com 
Molzabl in 
der Lésung 
Molzahl 
in dem Gel 
Volumen 
der Lésung 
in ccm 
Anzahl com 
n 10 Natron ~ 
Molzabl in 
der Lésung 
Molzabl 
in dem Gel 


# 
fo) 


9,0030 0’ 0,0030, — 
0,0026 3 29, 5 0,0027 0,0003 
0,0022 15 285 : 0,0020 0,0010 
30 0,0019 30 28,0 -L 0,0018 | 0,0012 
60 0,0014 60 27,0 2,3 0,0012 | 0,0018 
120 : 0,0011 120 26,0 00,0010 | 0,0020 
24 Std. 0,0008 24Std. 20.0 F 0,0007 0.0023 


0’ 
3 
15 


- vr 
‘aa 
> 


ar) 


Ts 


eo we ce 
S85 
Ane 
ad on 
im bo 
or 


we 
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Tabelle XLVI zeigt (vgl. Tabelle I11), daB die Peptonhaut ebenso 
wie bei Buttersiiure auch bei Essigsiure die Siurequellung des Gelatine- 
gels herabdriickt, ohne da} der Durchgang der Essigsiure erschwert 


wird. Ganz ebenso wurde eine vortreffliche Hautbildung beobachtet 


bei Zusatz gréBerer Mengen von Azoblau (vgl. Tabelle XLVI); diesem 
Umstande entsprach die Ersehwerung des Wasserdurchtritts. 


Tabelle XLVII. 





saure, Wasserblau 


Essigsaure, Wasser Essigsaure, Azoblau mg 
u. 5 proz. Gelatinege! 


u. 5 proz. Gelatinegel u. 5 proz. Gelatinegel 


+ 90 com 
sung, 


1 prom. Azo- 
1 prom. 


Azoblaulé 


Zeit in 
Minuten u. 
Stunden 


+ Wecm 


+ Weem 
rom. Azos 


Wasser 
ulésung 


blaulésung 
blaulésung 
blau, nach 

3 Min. Zusatz 


a 
Ocem n Essig» 


_ nach 3 Min, 
Zusatz von3ccm 
n Essigsaure 
n Essigsaure 
aure + 9) oom 
prom. Wasser: 
2/ com Wasser- 
von 3ccm 
n Essigsaure 


¢ com 


10 com n Essig- 


Occem n Essig 
27 com Wasser 
10 com n Essig 
nach 3 Min. Zu- 
satz von 3 com 


aure 
saure 
0,1 P 
b 

saure 
’ 

1 

s 

1 


Volumen | Volumen Voiumen Volumen Volumen Volumen Volumen 
derLésung derLésung derLésung derLésung der Lésung derLésung der Losung 
in com in com in ccm in ccm in com in com in com 


Y 30,0 30,0 30,0 30.0 30,0 30,0 30,0 
3 285 758 | 80 | 75 80 |) 290 | 8s 
15 26,5 26,0 28.0 26,0 26.0 29,0 29,0 
30 25,5 25,0 27,0 26,5 26,0 28,5 29,0 
60 24.5 24,0 26,0 26,0 26,0 28,5 28,0 

120 35 20 2%5 25 20 | 20 280 
24 Std. 175 18.5 20,0 23,0 24.5. 25,0 25,0 

Ganz ebenso verhielt sich der gleichfalls recht kolloidale saure 
Farbstoff Wasserblau (vgl. Tabelle XLVIL). Der guten Hautbildung 
entsprach die Behinderung des Wasserdurchtritts. 

Bei Kongorot (vgl. Tabelle XLVIII) konnte man nur eine leidlich 
zusammenhaingende Hautbildung erzielen, wenn man den Farbstoff 
und die Essigsiiure nacheinander auf das Gel brachte. Man beobachtet 
alsdann auch einen Riickgang der Saurequellung des Gels, auch der 
kaum kolloidale saure Farbstoff Hosin verringert die Siéiurequellung 
des Gels, wiihrend die basischen Farbstoffe Nachtblau und Methylenblau 
und ebenso ein Eisenhydroxydsol weder eine zusammenhangende Haut- 
bildung noch eine Verminderung der Sdurequellung des Gelatinegels herbei- 
fiihrten (vgl. Tabelle XLVIITI a. f. 8.). 

Tabelle XLIX. HiihnereiweiBgel (2 Eier). 


1 
s 
© 





, n 10 Essigsaure 
Zeit in Wasser n 10 Essigsaure :. 8 Pee. heen 


Minuten und . . , 
Stead Volumen der Volumen der Volumen der 
Stunden Lésung in com Lésung in ccm Lésung in ccm 


0’ 30,0 30,0 30,0 

3 28,0 29.0 29.0 

15 26,5 28.5 28,5 
30 25,0 27,5 28,0 
60 22.5 27,5 28,0 
120 20,0 26,; 28,0 
24 Std. 17,0 24.0 28.5 
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Tabelle XLVIII. 


Essigsiure + Nachtblau und 5 proz. Gelatinegel Essigsiure + Kongorot und 5 proz. Gelatinegel 





roz 
lau, 


nach 3 Min. Zus nach 3 Min.Zu- 


satz von 3 ccm satz von 3 ccm 


Gelatinege! 
Volumen der 


und 5proz. 
Lésung in com Lésung in ccm 


n Essigsaure 


Methbylen 


Eosin, 
Gelatinegel 


| Volumen der 


27 ccm 1Prom. 27 cem 1 
und 5proz. 


n Essigsaure 


10 ccm 

n Essigsaure 

+ 9 Proz. 
Eisenhydroxyd- 
sol und 5proz. 

Gelatinegel 
Volumen der 
Lésung in com 


prom. 
Kongorot, 

nach 3 Min Zu- 
n Essigsaure 
Volumen der 


+) 
satz von 3 com 


27 ccm 1 


1 prom. 
Kongorot 
Volumen der 
Lésung in com | Lésung in com 


+ Weem 


10 com 
n Essigséure 


10 com 
n Essigsaure 
+ 9 com 
0,1 prom. 
Kongorot 
Volumen der 


Lésung in com Lésung in ccm 


rom. 
Nechtbleu, 
nach 3 Min. Zu- 
satz von 3 ccm 
n Essigsaure 
Volumen der 


27 cem 1 


10 com 
n Essigsaure 
1 prom. 
Nachtblau 
Volumen der 


+ 9 com 


+ 9 com 
m. 


0,1 
Nachtblau 


10 com 
n Essiysaure 


Volumen der 
Lésung in com | Lésung in com 


Zeit in 
Minuten u. 
Stunden 





T. Tomita: . 


0 

5 
27.5 
27,0 
25,5 
24.5 
19,5 


0 


0 


28,5 
27,0 
25,5 
24,5 
18,0 


30,0 
0 
0 

28,5 

28,0 

27,5 

23,0 


ocouoscues 
SHOBMAINS 
MAN N -~ 


30,0 
28,0 
26,0 
24.5 
23,0 
22,0 
18,0 


5 
‘5 


30,0 
28,0 
24,0 
23,5 
18,5 


0 
‘0 
5 

24.0 

22.5 

21.0 

17.5 


0 


27.5 
5 
5 


22,5 
21,0 
17,5 


0’ 

3 

15 

30 

60 
120 
24 Std 


SchlieBlich lehrt Tabelle X LIX 
(vgl. auch Tabelle XV), daB eine 
1 proz. Peptonlésung im Gemisch mit 
nj/10 Essigsdure auch die Quellung 
eines Eiweifgels nahezu vollstdindig 
aufzuheben imstande ist. Bemerkens- 
wert ist, daB der Essigsiurezusatz 
(ohne Pepton) die Quellung des 
untersuchten HiihnereiweiBgels viel- 
leicht infolge von Salzbildung ver- 
mindert. 

Zusammenfassung, 

1. Von dem Gedanken 
gehend, daB das Studium der Ad- 
sorption und der Osmose von in 
Wasser gelésten Stoffen und in 
Gelen von gréBter biologischer Be- 
deutung ist, wurden fiir eine Reihe 


aus- 


von wiisserigen Gelen (Gelatine, 
EiweiB, Agar, Natriumcholat, Kiesel- 
siure) und wisserigen Lésungen 


oberflichenaktiverStoffe Quellungs-, 
Adsorptions- und osmotische Unter- 
suchungen ausgefiihrt. Insbesondere 
wurde auch die Adsorption und 
Osmose untersucht beim Vergleich 
derartiger Gele (Gelatine und Ei- 
weiB) ohne und mit Lecithinzusatz. 
Untersucht wurden wiisserige Lé- 
sungen von Fettsiuren, von Alko- 
holen, Urethan, Diithylamin, von 
Lisungen derartiger Stoffe bei 
Gegenwart von Salzen sowie nament- 
lich auch von Kolloiden. 

2. Es wurde festgestellt, da 
die oberflichenaktiven Stoffe mehr 
oder weniger schnell, allmahlich 
mehr oder weniger vollstindig von 
den Gelen aufgenommen werden. 
Etliche Ergebnisse, wie beispielsweise 
der LEinfluB von Salzzusitzen, 


standen in Ubereinstimmung mit 
bereits bekannten Feststellungen. 
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Dagegen zeigte unter anderem das gleich schnelle Eindringen 
von Essigsiure und Buttersiure in wdsserigen Gelen, daB hier nicht 
die Oberflichenaktivitdt von so entscheidender Bedeutung ist wie bei den 
bisherigen Untersuchungen an Zellen und Zellaggregaten (vgl. die folgende 
Arbeit von Prof. Traube). 

3. Die vergleichenden Untersuchungen an wdsserigen Gelen mit 
und ohne Lecithinzusatz ergaben, dag Stoffe von nicht zu groBer Ober- 
flichenaktivitat wie Essigsiure, Urethan, ja selbst Buttersiure bei 
den untersuchten Mengenverhialtnissen von Gelatine usw. und Lecithin, 
fast ausschlieBlich auf dem Wasserwege in die Gele eindringen, wahrend mit 
zunehmender Oberflachenaktivitat bzw. Lipoidléslichkeit (Octylalkohol, 
Caprylsiure) Wasserweg und Lipoidweg in Betracht kommen (vgl. die 
folgende Arbeit von Prof. T’raube). 

4. Die Versuche mit einem Gelatine- und EiweiBgel sowie ge- 
mischten Lésungen von Fettsiuren (Essigsiure, Buttersiiure) und 
Kolloiden, wie Pepton, Albumin, sauren Farbstoffen usw. fihrten zu 
den Ergebnissen, daB vermutlich wegen der entgegengesetzten Ladung 
der Kolloide eine Hautbildung stattfand, welche den Durchtritt der 
Fettsiuren nicht beeintrichtigte, dagegen merkwiirdigerweise die Auf- 
nahme des Wassers durch das Gel, also die Queilung, verhindert. 

Die Hédute verhalten sich wie semipermeable Membranen gegeniiber 
dem Wasser. 
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Lipoidtheorie und Oberflichenaktivititstheorie. 


Von 
4. Traube (Berlin-Charlottenburg). 
(Eingegangen am 18. Oktober 1924.) 


Als van ’t Hoffs Theorie die groBen Erwartungen der Biologen, 
soweit es sich um die eigentlichen osmotischen Probleme handelte, 
nicht erfillt hatte, war es zweifellos ein erheblicher Fortschritt, als 
Ernst Overton jene einfache, allgemein bekannte Theorie entwickelte, 
welche als Lipoidtheorie bekannt ist und als Ursache der Osmose die 
mehr oder weniger groBe Léslichkeit der Stoffe in den in der Zell- 
oberfliche angenommenen Lipoiden annahm. 

Soweit mir bekannt ist, habe ich wohl zuerst gegen diese Theorie 
Einwinde geltend gemacht'). Auf die Einzelheiten meiner Kritik 
will ich nicht weiter eingehen, sondern nur daran erinnern, da ich 
zuerst auf die Beziehungen der Oberflichenaktivitaét zu den osmo- 
tischen Fihigkeiten der Stoffe hinwies, und damit die Grundlagen 
einer Theorie festlegte, welche an die Stelle der Lipoidléslichkeit die 
Oberflachenaktivitét bzw. den Haftdruck setzte. Nach dem Prinzip 
von W. Gibbs konzentrieren sich die Stoffe um so mehr in der Phasen- 
grenzfliche, je oberflichenaktiver sie sind, je geringer ihre Haftintensitat 
am Wasser ist, und der GréBe der Konzentration entsprach auch die 
Chance des Eindringens in wisseriges Protoplasma und ebenso im 
allgemeinen auch in Lipoide, denn es wurde von mir stets betont, daB 
.,tm allgemeinen ein Stoff eine um so gréBere Tendenz hat, sich in 
Lipoiden zu lésen, je gréBer seine Tendenz ist, sich aus der wasserigen 
Lésung zu entfernen‘*?). An anderer Stelle auBerte ich: .,Wo Lipoide 
in der Membran vorhanden sind, kénnen dieselben einen groBen EinfluB 
auf den osmotischen Vorgang haben‘). Ich habe also niemals die 
Lipoidtheorie véllig ausschalten wollen, sondern, indem ich auf die 
qualitativen und sogar quantitativen Beziehungen von Oberflichen- 
aktivitat, Adsorption und Osmose hinwies, zeigte ich nur, daB es nicht 
notwendig sei, allgemein auf die Gegenwart der Lipoide zuriickzugreifen. 
Spiiter wurde dann von Ruhland und anderen Forschern die Lipoid- 
theorie bekimpft, indem gezeigt wurde, daB fir das Eindringen von 


1) Traube, Pfliigers Arch. f. d. ges. Physiol. 105, 540, 1904; 1238, 419, 
1908; 182, 513, 1910; 140, 123, 1911; 158, 282, 1913. 

2) le. 158, 284, 1913. 

3) Traube, Pfliigers Arch. f. d. ges. Physiol. 182, 511, 1910. 
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Farbstoffen in Zellen keineswegs immer die Lipoidléslichkeit ent- 
scheidend war, und Warburg zeigte alsdann gemeinsam mit seinen 
Schiilern, daB bei den Adsorptions- und katalytischen Vorgingen 
oberflichenaktive Stoffe sich in der gleichen Reihenfolge ordneten, 
gleichgiiltig, ob in der adsorbierenden Oberfliche Lipoide enthalten 
waren oder nicht. 

Die vorhergehende Arbeit meines Schiilers 7’. Tomita veranlaBbt 
mich nun, nach einer bestimmten Richtung fiir die Lipoidtheorie eine 
Lanze zu brechen. Um nicht miBverstanden zu werden, sei bemerkt, 
daB das meiste, was in friiheren Arbeiten behauptet wurde, aufrecht 
erhalten werden kann, indessen es zeigt sich, daf die Gegenwart und 
Verbreitung der Lipoide im tierischen und pflanzlichen Organismus doch 
vielfach von ausschlaggebender Bedeutung fiir die osmotischen Vor- 
gdnge ist. 

Bekanntlich hat das Studium der verschiedensten biologischen 
Vorginge tiber das Eindringen von Stoffen in pflanzliche oder tierische 
Kinzelzellen oder Zellagregate, wie Pflanzenzellen, Blutkérperchen, 
Muskeln usw. gezeigt, daB die Geschwindigkeit und GréBe der Osmose 
fiir die oberflichenaktiven Stoffe wesentlich gréBer ist als fiir die ober- 
flacheninaktiven Stoffe und daB, wie bereits erwahnt wurde, Oberflaichen- 
aktivitaét und Osmose im allgemeinen parallel gehen. Diese Tatoache 
wurde durch etliche experimentelle Arbeiten festgestellt, aber alle 
diese Arbeiten beziehen sich auf osmotische Arbeiten an Zellen und 
Gleweben, also an kolloiden Gebilden, die zum Teil aus wasserigem 
Protoplasma, zum Teil aus Lipoiden usw. aufgebaut sind. 

In der Arbeit von Tomita wurden nun aber die Adsorption und die 
osmotischen Vorginge gesondert untersucht: an wdésserigen CGelen, 
sowie an wdsserigen Gelen, welchen bestimmte Mengen von Lipoiden 
zugefiigt waren. 

Betrachten wir zunichst die Ergebnisse Tomitas, welche statt- 
hatten, wenn den in das Gel eindringenden Stoffen nur der Wasserweg 
offen stand, also Lipoide nicht vorhanden waren. 

Buttersiure ist wesentlich oberflichenaktiver als Essigsiure, 
cennoch sehen wir (s. Tabellen II] bis XII, sowie XV und XVII 
der vorhergehenden Arbeit Tomitas), dap beide Sduren gleich schnell 
in ein Gelatine- oder Eiweifgel eindringen und in den Gelen vordringen, 
und selbst, wenn man die Aufnahme einer so stark oberflichenaktiven 
Saure wie der Capryisiure (Tabelle XIII) ansieht, so ist man zuniichst 
erstaunt, mit welch geringer Geschwindigkeit die Adsorption erfolgt. 
Die Ausdehnung der Arbeit von Tomita auf oberflacheninaktive Sauren, 
welche zurzeit Herr Yumikura in meinem Laboratorium bewirkt, zeigt 
uns, daB das Eindringen und das Vordringen etwa der Salzsiiure 
wesentlich schneller erfolgt als der obigen Fettsiiuren. Also irgend- 


24* 
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welche Beziehungen von Oberflichenaktivitat und osmotischen Fédhig- 
keiten sind hier nicht vorhanden, und wenn wir daran denken, dab 
die Diffusionsfihigkeit homologer organischer Stoffe abnimmt mit 
wachsendem Molekulargewicht, da8 ferner die Diffusionsgeschwindigkeit 
einer anorganischen Saure, wie der Salzsiiure, weit gréBer ist als 
diejenige der genannten organischen Siuren, wenn wir ferner die ver- 
schiedene GréBe der Wasserquellung der Gele bei Gegenwart der ge- 
nannten Sauren beriicksichtigen, so kann man sich tiber die Ergeb- 
nisse von Tomitas Arbeit nicht wundern. 

Bei den untersuchten indifferenten, mehr oder weniger aktiven 
Stoffen (Urethan, i-Amylalkohol, Octylalkohol usw.) liegen die Ver- 
haltnisse nicht anders und man erkennt somit, daf die Untersuchungen 
an wisserigen Gelen zu ganz anderen Ergebnissen fiihren wie etwa die 
bekannien Untersuchungen an Muskeln usw. 

Waren in den Muskeln usw. keine Lipoide vorhanden, so wiirde 
man niemals jene bekannten Beziehungen von Osmose und Ober- 
flachenaktivitét bzw. der der Oberflichenaktivitit im allgemeinen 
parallel gehenden Lipoidléslichkeit gefunden haben. 

Der groBe Mangel der bisherigen Untersuchungen liegt darin, 
daB man bisher nur die Adsorption und Osmose an Zellen und Zell- 
verbainden, d. h.' gelartigen wisserigen protoplasmatischen und gleich- 
zeitig mehr oder weniger lipoidhaltigen Gebilden untersucht hat. Die 
Liicke ist durch die Untersuchungen von Tomita und die sich daran 
anschlieBenden, erst spiaiter zu veréffentlichenden Untersuchungen 
von Yumikura ausgefillt worden. 

Ist nur ein Weg, der Wasserweg, zum Eindringen in das Gel vor- 
handen, so werden leichtwasserlésliche Stoffe, auch leichtwasser- 
lésliche Narkotica, wie Athylalkohol, Urethan usw. leicht eindringen 
und vordringen, auch in Wasser schwer lésliche Stoffe, wie Octyl- 
alkohol, Caprylsiure usw., die infolge ihrer Oberflachenaktivitat stark 
an den Grenzflachen adsorbiert werden, dringen in das Gel allmahlich 
ein, aber irgendwelche einfachen Beziehungen der Geschwindigkeit des 
Vordringens zur Oberflichenaktivitat bestehen nicht. 

Sind, wie im pflanzlichen und tierischen Organismus, zwei Wege 
vorhanden, der Wasser- und Lipoidweg, so werden gut wasserlésliche 
und weniger gut oder gar nicht lipoidlésliche Stoffe (s. Tomita) den 
Wasserweg bevorzugen (Salze, Athylalkohol, Urethan); je weniger 
wasserléslich und je lipoidléslicher der Stoff aber wird (Octylalkohol, 
Caprylsiure), um so mehr wird am Transport auch der Lipoidweg 
beteiligt sein, wm so mehr werden sich die Beziehungen zwischen Osmose 
und Oberflichenaktivitdét bzw. Lipoidléslichkeit geltend machen. 

Je gréBer nun die relative Lipoidmenge zur Menge des wasserigen 
Protoplasmas ist, oder vielmehr die vorhandenen Oberflichen von 
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Lipoid und Wasser, um so reiner werden die Beziehungen zwischen 
Osmose und Oberflichenaktivitaét bzw. Lipoidlislichkeit hervortreten 
und umgekehrt. Da nun in tierischen und pflanzlichen Gebilden diese 
Verteilung von Wasser und Lipoiden sehr verschieden ist, so wird auch 
die Beziehung von Osmose zur Oberflachenaktivitét und Lipoidléslich- 
keit in sehr verschiedenem MaBe hervortreten und in beispielsweise 
pflanzlichen Gebilden, in welchen der Lipoidgehalt sehr zuriicktritt, 
werden auch die Beziehungen zur Oberflichenaktivitat bzw. Lipoid- 
léslichkeit wenig ausgesprochen sein. Je gréBer der Lipoidgehalt einer 
Membran und je feiner seine Verteilung ist, um so mehr verschiebt 
sich die Resorptionsgeschwindigkeit zugunsten der oberflichenaktiven 
Stoffe, und je gréBer der Lipoidgehalt der Zellen ist, um so leichter 
werden die echten Narkotica in die betreffenden Zellen eintreten. 
Wasserunlésliche Stoffe, wie Chloroform usw., werden natiirlich nur 
den Lipoidweg beschreiten kénnen. 

Was insbesondere die Narkose betrifft, so kommen hier beide 
Theorien: die Oberflichenaktivititstheorie wie die Lipoidtheorie zur 
Geltung. 

Die Oberflichenaktivitaét ist maBgebend fiir die Ansammlung der 
in Wasser gelésten Stoffe nach Gibbs in den Grenzflichen. Die Chance 
der Adsorption und des Eindringens steht mit der Konzentration in 
der Phasengrenzfliche im engsten Zusammenhang. Die stark wasser- 
léslichen Narkotica bevorzugen den Wasserweg, die eigentlichen 
Narkotica dagegen den Lipoidweg. Insofern die Narkose alsdann in 
Ankniipfung und Erweiterung der Theorie von Verworn auf einer Ver- 
langsamung von Oxydations- und sonstigen Vorgiingen, insbesondere 
auch der bioelektrischen Vorgiinge beruht, kommen wiederum die von 
Battelli und Stern, Vernon, Warburg usw. festgestellten Beziehungen 
von Oberflichenaktivitét und katalytischen Wirkungen der als negative 
Katalysatoren anzusprechenden Narkotica in Betracht. 

In dieser Weise diirfte die lang andauernde Streitfrage zwischen 
Oberflachenaktivitats- bzw. Haftdrucktheorie und Lipoidtheorie am 
besten geklirt sein. Beide Theorien haben und behalten ihre Bedeutung, 
und zwar im wesentlichen deshalb, weil, wie tibrigens stets von mir 
hervorgehoben wurde, Oberflichenaktivitat und Lipoidléslichkeit im 
allgemeinen parallel gehen, oder Haftintensitat am Wasser und an 
Lipoiden meist in umgekehrtem Verhiltnis stehen *). 

') Im Anschlusse an die vorliegende Arbeit sei hingewiesen auf die 
Ergebnisse der Mitteilung von R. Collander, Uber die Durchiissigkeit von 
Kupferferrocyanidniederschlagsmembranen fiir Nichtelektrolyte. Kolloid- 
chem. Beihefte 1912, 1924. Die Ergebnisse dieser Arbeit, nach welcher 
stark oberflachenaktive Stoffe besonders schlecht dissoziieren, werden ver- 
stiindlich, da in den betreffenden Membranen Lipoide durchaus fehlen. 





Uber 
tryptische Verdauung bei schwacher Enzymkonzentration. II. 


Von 
Rudolf Ehrenberg. 


(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Gottingen.) 


{Eingegangen am 21, Oktober 1924.) 


In der voraufgehenden Mitteilung!) war tiber Versuche berichtet 
worden, welche dem Problem der Veranderung des Enzyms mit der 
Wiyksainkeit und der Frage dienten, ob bei der tryptischen Proteolyse 
aus dem Substrat selbst enzymwirksame Substanz entstehen kann. 
Es sei hier noch einmal betont, daB die enzymatische Proteolyse keines- 
wegs als Paradigma zur Enzymfrage iiberhaupt dienen kann. Bei 
Enzymen mit einfacher, definierter Reaktion (Saccharasen, Esterasen, 
Katalase usw.) laBt sich zumindest die Substratkonzentration ein- 
deutig angeben, da jede Spaltung eine entsprechende Verminderung 
derselben darstellt. Bei der Proteolyse nimmt mit der Spaltung die 
Substratkonzentration zu, solange die Spaltstiicke weiter spaltbar 
sind. Wenn trotzdem die Proteolysiergeschwindigkeit so rasch ab- 
nimmt, obwohl erst ein Bruchteil der hydrolysierbaren Bindungen 
gelést ist, so zeigt das schon, wie kompliziert die Vorgiinge sind. Mibt 
man die Enzymwirksamkeit einer Lésung nur an dem Kriterium einer 
Zustandsinderung des EiweiBsubstrats, wie Auflésung, Fillbarkeit, 
Viskositatsinderung, so kann man bei kurzdauernden Versuchen und 
relativ hohen Enzymkonzentrationen dieser Problematik entgehen und 
zu Vergleichswerten der Enzymstirke kommen, gewinnt aber keinen 
weiteren Einblick in den Vorgang. AufschluBreicher ist die Unter- 
suchung der Aufspaltung definierter Di- und Polypeptide (Emil Fischer. 
Abderhalden), aber sie ergibt zuniichst nur die Spaltbarkeit des be- 


1) Diese! Zeitschr. 149, 269, 1924. 


a an A i A 





























R. Ehrenberg: Tryptische Verdauung. II. 363 


treffenden Substrats, also auch nur einen Teilvorgang. Unsere Unter- 
suchung geht in Fortsetzung der in der ersten Mitteilung referierten 
Versuche darauf aus, die tryptische Proteolyse waihrend lingerer Dauer 
zu verfolgen und sowohl die in den aufeinander folgenden Perioden 
auftretenden Spaltstiicke in ihrer Zusammensetzung kennenzulernen 
als auch die Verinderungen an dem Triiger der tryptischen Wirkung. 


Uber die ersteren Befunde soll in einer spiteren Mitteilung be- 
richtet werden, die nachstehenden Versuche betreffen die zweite Frage. 
sie schlieBen sich in der Methodik an die der ersten Mitteilung an. 
Der nachstehende Versuch ist eine Erginzung zu den Dialyseverdauungs- 
versuchen in der zweiten Hilfte jener Arbeit. Es hatte sich damals 
gezeigt, daB aus einer Trypsin-Caseinverdauung enzymwirksame 
Dialysate resultierten mit dem Maximum bei dem Dialysat des zweiten 
bis dritten Tages und Abklingen der Wirksamkeit bis auf Null in dem 
des sechsten. Eine nochmalige Nachfiigung von Casein innen hatte 
keine wirksamen Dialysate mehr ergeben, obgleich die Enzymkraft 
innen noch betrachtlich war; andererseits hatte eine Trypsinlésung, 
die ohne Casein und in der Kalte 6 Tage lang wirksame Dialysate 
geliefert hatte, die dann in Brutwirme zwei unwirksame Tagesdialysate 
ergeben hatte, bei Caseinzusatz wieder schwach, aber deutlich wirksame 
Dialysate erzeugt.1 Um die Parallele xu dem Casein-Trypsinversuch . 
vollstindiger zu machen, wurde der Versuch noch einmal in der Weise 
angesetzt, daB die substratlose Trypsinlésung zuerst 6 Tage bei 37° 
gegen Phosphatlésungen dialysierte, darauf auf 5 Proz. Casein gebracht 
wurde und abermals 6 Tage gleicherweise dialysierte, das Resultat zeigt : 


Tabelle I. 
Dialyse durch Pergamentschlauch, Pankreatin Rhenania 1 Proz., m/15 
Phosphatgemisch pg 7,5. Verdauungsversuche: 25cem der Lésung: 


25cem Ilproz. Caseinphosphat, Entnahmen 5cem mit 5ecem n/10 HC! 
verdiinnt, daven je 2 cem in Doppelbestimmung nach van Slyke auf N H,-N 
untersucht, 37° Toluol. 100 ccm innen und auBen. 





NH.-N Verdauung, Stunden, mg/100 ° 
, ne ht Re Essigfallung 
in l com 0 1 2 7 24 
_— Ausgangslésung. 24 38 40 45 53 0 
_— 1. Dialysat . . . 16 15 15 17 21 (+) 
— 2. m a il 1] 11 14 — + 
— 3. . » < s 10 10 10 10 13 + + 
_— 4. ~ ¢ ore 8 Ss s s 10 ++ 
= 5. ” ee, Te 7 7 7 9 +++ 
— 6. m > + ie 8 8 8 8 9 T++4 
—_ Innenlésung .. 10 14 15 21 27 0 


Zur Innenlésung 5proz. Casein. Dialyseverdauung. 
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Verdauung, Stunden, mg 100 








he “ste =o — a Essigfallung 
0,32 1. Dialysat .. . 19 19 2) 21 22 +44 
0,36 2 m 22 25 25 25 26 es 
0,36 3. " ; os ok 21 21 23 26 + 
0,28 4. = wre A 19 19 19 21 22 + 
0,21 5 2 18 17 17 18 21 +++ 
0,17 6. - ee 15 15 15 14 17 +++4+ 
0,20 Innenlésung .. 18 19 19 23 29 (+) 


Nimmt man diesen Versuch mit denjenigen der ersten Mitteilung 
zusammen, so ergibt sich folgendes Bild. Die caseinverdauende Trypsin- 
lésung verliert die Fahigkeit, wirksame Dialysate zu liefern, einerlei, 
ob Casein nachgefiigt wird oder nicht. Eine Trypsinlésung ohne Substrat- 
zusatz verliert diese Fahigkeit in der Warme ebenfalls, und zwar nimmt 
die Wirksamkeit der Dialysate von Anfang an stetig ab, wihrend die 
Casein-Trypsinlésung erst nach Tagen das Maximum der Dialysat- 
wirksamkeit erreicht. Die Trypsinlésung liefert aber wieder wirksame 
Dialysate, wenn ihr nachtriiglich Casein zugesetzt wird, im Gegensatz 
also zu der Casein-Trypsinausgangslésung und obgleich sie durch die 
sechstiagige erste Warmdialyse, wie zu erwarten, mehr geschwicht war 
als jene. Zweierlei ist daraus zu folgern. Einmal, daB die Wirme- 
abschwichung der substratlosen Trypsinlésung etwas anderes ist als 
die der substrathaltigen, daB also das Enzym mit der Wirkung am 
Substrat sich verindert, nicht nur konzentrationsmaBig abnimmt. 
Zweitens gewinnt die Annahme, daB aus dem Substrat, dem Casein, 
enzymwirksame Substanz entstehen kann, sehr an Wahrscheinlichkeit. 
In dieser Hinsicht weitere Aufklirung zu bringen, dienen in erster 
Linie die nachstehend mitzuteilenden Versuche. Die Aufgabe ist, 
nachzuweisen, da8 ein Teil der nach der Verdauung restierenden Enzym- 
kraft dem Casein entstammt. Der Versuch, sie mit Hilfe von Membranen 
zu lésen, begegnet natiirlich dem Einwand aus der Veranderlichkeit 
der PorengréBe. Wenn das Casein oder seine Spaltstiicke diesen EinfluB 
auf Pergamenthiiute haben sollten, so wire schwer zu verstehen, wie 
das Maximum — langere Zeit nach Beginn — und das nachfolgende, 
auch bei Caseinnachfiigung endgiiltige Aufhéren der Enzymdialyse 
bei noch gut wirksamer Binnenlésung zustande kime. Es wurde nun 
zunichst das Membranmaterial variiert und statt der Dialyse die 
langsame Ultrafiltration angewendet. Ich benutzte dabei ein hoch- 
wertiges Pankreaspriaparat, das aus Enzymteilchen von gleichmabigerer, 
und zwar betriichtlicherer TeilchengréBe bestand. 
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Tabelle II. 
0,2proz. Pankreatinlésung in Phosphat, weitporiges de Haensches Filter. 
Verdauungsversuch 20cem Lésung: 10cem 4proz. Casein. 





0 Std. i/y Std. 2 Std. 24 Std. 

mg, 100 mg/ 100 mg/ 100 mg 100 
ee cos 6 me oo kee 15 41 43 60 
De GS ats ba hak Re 15 41 42 60 
25ccem Phosphat nachgespiilt . . ll 16 22 47 


Tabelle III. 


Dieselbe Enzymlésung wie in Tabelle II, mittelweites Ultrafilter de Haen. 
Nach Filtration von 20 ccm der Enzymlésung werden nacheinander Portionen 
von je 20 cem | proz. Caseinphosphatlésung langsam durchfiltriert, zwischen- 
durch wird mehrfach Wasser durchgesogen, die Filtrate sind caseinhaltig, 
werden bei Zimmertemperatur innerhalb 6 bis 12 Stunden caseinfrei (auf 
Essigsiure). Nach Caseinfiltration 1 bis 5 bleibt das Filter 8 Tage bei 
Zimmertemperatur in Thymolwasser, wird dann reichlich gewiissert, es 
folgt Caseinfiltration 6 bis 10, wovon Caseinfiltrat 7 und 8 in umgekehrter 
Richtung das Filter schneller passieren. Verdauungsversuche: je 12 cem 
Lésung : 10 cem | proz. Casein, Proben 5: 5 mit n/10 HCl versetzt, van Slyke 
in 2eem. 37°, Toluol. 





Lésung 0 Std. 1g Std. 2 Std. 24 Std. 


Unfiltrierte Enzymlésung ... . 13 ++ 20 — 26 32 
Filtrierte Enzymlésung ..... 12++ 13 ++ 13 ++ 13 ++ 
Caseinfiltratl* ........., 19++ | 94+ | 4 + | 31 — 


ai as whee 22 +--+ 4++ 2 + 38 — 
a r 20 + +- 23 + 28 — 37 
” 20 + + 23 + 23 — 37 
- 22++ | 2 + 29 — 39 


13 ++ 15 -+--+ 19 + Ss 
19++ | 22+4 23 + 2 — 
oor ee eo ee | DW++ | B+4 24 + 28 -— 

o é +s eee 14 ++ 17++ | 19(4+) | #6 — 
~ —T—7 Sa 14 ++ 14 ++ 18 + 24 — 
Die Zeichen hinter den Zahlen geben die Proben auf Essigfallung 

des Caseins wieder. Caseinfiltrat 1* war versehentlich verdiinnt worden, 

die Werte sind also zu niedrig. 


CBS Oe wo 


Diese Versuche, zusammen mit denen der Dialyse, sprechen wohl 
sehr entschieden fiir die Annahme einer Entstehung proteolytisch 
wirkender Substanz aus dem Casein. Wiirde es sich um eine Veriinderung 
der Porenweite handeln, so wire zu erwarten, daB die Enzymwirksam- 
keit in den aufeinander folgenden Durchspiilungslésungen rasch ab- 
nehmen wiirde, zumal, wie Tabelle I] lehrt, das verwendete Enzym 
bei ausreichender Porenweite fast vollstandig durchpassiert und leicht 
auszuwaschen ist. Statt dessen bleibt die Enzymkraft der Casein- 
filtrate in Tabelle III durch fiinf Passagen konstant, nimmt in Tabelle IV 
mit der ansteigenden Caseinkonzentration sogar zu. AuBerdem mibte 
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Tabelle IV. 


Das gleiche Pankreatin wie in Tabelle IIT, viel schwichere (alte) Liésung, 
20cem davon durch mittelweitporiges Filter, dann je 20cem der an- 
gegebenen Lésungen nacheinander, die letzten beiden nach mehrtagigem 
Aufenthalt des Filters in Thymolwasser und Wisserung. Die Lésung in 
Versuch 7 und 8 ist eine von Produkten einer abgelaufenen, aufgekochten 
Trypsincaseinverdauung. Ubrige Anordnung wie in Tabelle TIT. 








Losung 0 Std. 1, Std.) 2 Std. 24Std. 
Enzym filtriert. ..... 9 9 10 10 _—‘Fallung unverandert 
Phosphatlésung. ..... 7 7 9 8 é 
Casein * 's OT Se 7 9 9 ll eo abgenommen 
a 3 - a ae 10 10 ll 17 Triibung 
a a 10 10 12 20 geringe Tribung 
Phrephal lésung . — ‘ 11 — — ll Fallung unverandert 
Verdauungslésung filtriert . 87 _ -- 89 — Triibung 
bs unfiltriert . 93 oe — 97 - 
Comet SPO «6 6 6 ss 20 20 21 26 Fallungsabnahme 
20 20 20 26 2 


” 


In den letzten beiden Versuchen dauerte der Caseinschwund in 
den Filtraten vor Ansatz des Verdauungsversuchs bei Zimmertemperatur 
4 Tage. 

Tabelle \ 


Lésung wie in Tabelle IT und: III, durch gehirtetes Filter passiert, den 
Riickstand linger mit Phosphatlésung gewaschen, dann je 20 cem 1. Phos- 
phatlésung, 2. lproz. Caseinlésung. Verdauungsproben wie oben. 





Lésung 0 Std. | ', Std. 2 Std. | 24 Std. Essigfallung 
rn re ee ee ee 2 3 2 2 Fallung 
2. 10 12 14 18 kaum Tribung 


Tabelle VI. 


Pankreatin Rhenania 2,5 g in 500 cem Phosphat gelést, nach 24 Stunden 

durch Papierbrei filtriert, Riickstand mit Phosphat verrieben, erneut durch 

Papierbrei filtriert, reichlich gewassert, dann je 10cem von 1. Phosphat, 

2. lproz. Casein langsam durchlaufen lassen. Verdauungsversuch 10 cem 
Filtrat: 20cem 2proz. Caseinlésung. 





Losung 0 Std. 1 Std. 3 Std. 24 Std. 4 Tage 
eee SS eT ee 7 6 11 26 35 
ie. iy ey ee La Se 8 10 17 23 39 56 


dann eine zwischen die Caseinfiltrationen eingeschaltete Phosphat- 
durchspiilung ebenfalls Enzym mitnehmen, da die Poren ja nunmehr 
erweitert wiren. Die gleichen Griinde sprechen gegen eine Adsorption 
des Enzyms an das Filtermaterial und Verdringung durch das Casein, 
hiergegen spricht ferner die absolute Enzymfreiheit des Erstfiltrats 
und die Tatsache, daB in dem weitporigen Filter nicht adsorbiert wird. 
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Es wurde dann ein anderer Weg versucht, um tiber den Zustand 
des Enzyms und die Beziehung zum Casein weitere Anzeichen zu ge- 
winnen. 2g Pankreaspriparat vom Schwein wurden mit 100 ccm 
Phosphat verrieben, 4 Tage bei 10° stehengelassen, filtriert und scharf 
zentrifugiert, tiberstehende Fliissigkeit (A). Der Bodensatz wurde 
mit 100cem Phosphat aufgenommen, 24 Stunden belassen, dann 
abermals zentrifugiert: Lésung B. Der Bodensatz mit 50ccem Ph. 
24 Stunden belassen, zentrifugiert: Lésung C. Der Bodensatz mit 
50cem | proz. Casein-Phosphat wiederum nach 24 Stunden zentrifugiert : 
Lésung D. Der Bodensatz, der von C auf D zugenommen hatte, wieder 
mit 50 cem Ph. 24 Stunden zentrifugiert: Lésung E. SchlieBlich wurde 
der Bodensatz in 10 cem Ph. aufgenommen und direkt zum Verdauungs- 
versuch verwandt: F. Verdauungsversuche: 10 cem Lésung : 20 ccm 
2proz. Casein. A und B wurden nach zehntigigem Stehen bei Zimmer- 
temperatur nochmals zentrifugiert, ohne beachtlichen Bodensatz zu 
geben, durch weitporiges Ultrafilter geschickt und in gleicher Weise 
der Verdauungsprobe zugefiihrt: AA und BB. 


Tabelle Vii. 





Losung 0 Std. 1 Std. 6 Std. 24 Std. 4 Tage 
as N 48 80 | 88 94 107 
ee 13 25 35 41 51 
go 4 9 9 15 19 30 
_ ae 1] 14 18 24 29 
mse « 12 12 12 10 Is 
. «a 12 13 19 22 28 
a 42 69 79 86 go 
Se 12 14 21 32 45 


Der Versuch zeigt, daB bei Verwendung der Caseinlésung zur 
Aufnahme des Zentrifugats die Enzymwirksamkeit ansteigt, waihrend 
sie sonst von Aufnahme zu Aufnahme rasch abfallt. In Parallel- 
versuchen mit anderen Priparaten war zumindest ein relativer Wieder- 
anstieg der Enzymwirksamkeit in der Caseinaufnahme (d. h. gegeniiber 
der Phosphataufnahme der gleichen Stelle in der Reihe) stets zu kon- 
statieren. Natiirlich ist der Versuch nicht beweisend fiir die Ent- 
stehung wirksamer Substanz aus dem Casein, es kann sich auch um 
Léslichkeitsunterschiede handeln, immerhin fiigt er sich den vor- 
besprochenen an, beachtlich erscheint vielleicht auch der totale Abfall 
von D zu E, wihrend in F doch noch Wirksamkeit vorhanden ist, 
und daB D besonders zu Beginn besser verdaut als C und F. 

Bemerkenswert ist auch noch der viel stirkere Abfall von BB 
gegeniiber B als von AA gegeniiber A. Ich fiige einen sonst vollig 
parallelen Versuch hierzu mit einem siurevorbehandelten Hunde- 
pankreaspraparat an, der sich nur darin von dem vorstehenden unter- 
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schied, daB bei der erneuten Zentrifugierung 


Stehen 4 


einen beachtlichen Bodensatz gab. 


Tabelle VIII. 


nach dem 





zehntagigen 





Lésung 0 Std. 1 Std. 6 Std. 24 Std. 4 Tage 
Sarees 7 66 78 90 90 
ee 9 21 39 44 52 
AA. 36 38 47 58 64 
BB. 12 16 22 35 46 


Hier ist also offenbar in A eine TeilchenvergréBerung der Trager 


der enzymatischen Wirkung vorgegangen. 


Die Lésungen B gaben 


keine EiweiBreaktionen, auch lieB sich in 10 cem der Trockenriickstand 
gegeniiber der reinen Grundsalzlésung mit der analytischen Wage 


nicht unterscheiden. 


Es folgen weiter Versuche linger fortgesetzter Verdauung mit 





Variation der Enzym- oder Substratkonzentration und Substrat- 
nachschub. 
Tabelle IX. 
Pankreatinkonzentrationen im Verhaltnis von (A) 1: (B) 0,5: (C) 0,25 
:(D)0,1. Llproz. Caseinkonzentration 40cem. Entnahme 5 ecem: 5 cem 
n/10 HCl, Proben in 2 cem van Slyke mg/100. 
Loésung 0 Std. lo Std. 11/, Std. 24 Std. 

Bath sk eo ee 8 20 26 39 
re ee 4 9 22 37 

e @ie@ oe we Os 5 9 16 32 
sites ee ee 5 7 13 29 


Zu je 20cem der Lésungen 10cem 4proz. Caseins nachgefiigt. 


aie 35 45 56 77 
Meare 32 36 46 70 
SP ig iite cite’ iicnlattee 30 35 44 59 
re ere 29 31 34 58 


Zu je 10cem der Lésungen licem 1 


proz. Caseins nachgefiigt. 


BS cae os hod .%* 33 37 40 54 
B : 29 33 33 49 
Cc ° oot 27 32 32 44 
i ciecw ee ‘ 27 27 31 39 








In einem dhnlichen Versuch wurden die Caseinkonzentrationen 


in der ersten Verdauungsperiode im gleichen Sinne variiert wie die 
Enzymkonzentrationen. 

Die Versuche zeigen, wie sich die anfangs groBen Unterschiede 
in der Verdauungsgeschwindigkeit der verschiedenen Enzymkonzen- 
trationen mehr und mehr ausgleichen, in Tab. X kompliziert durch den 
verschiedenen Gehalt an ,,khemmenden Substanzen* (Northorp). 
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Tabelle X. 


Pankreatinkonzentrationen: (E) 1: (F) 0,5: (G) 0,1. 
Caseinkonzentrationen: (E) 2 Proz. :(F) 1 Proz.:(G) 0,2 Proz. 





Lésung 0 Std. ts Std. 1'fo Std. 24 Std 
oe Ws weuhle ech 1! 28 43 73 
F 7 15 27 36 
G 2 4 4 5 

Zu je 20cem der Lésungen 10cem 4proz. Caseins. 
| eee eee 55 64 77 93 
ee oe ee 31 40 48 71 
se ace eet eas 13 15 18 41 
Zu je 10cem Lésung l5cem | proz, Caseins. 

ea eee 42 44 46 58 
Mera reee s 29 31 34 46 
Oe eer wis dk oe ak va te ae 22 22 24 32 


In weiteren Versuchen wurde bei konstanter Enzymkonzentration 
die Substratkonzentration variiert. 


Tabelle XI. 


Je 10 cem Pankreatinlésung zu je 40cem von (A) 4 Proz., (B) 2 Proz., 


(C) 1 Proz. Casein. Werdauungsproben wie oben. 
zs} . 





Losung 0 Std. 1), Std. 2 Std. 24 Std. 3 Tage 
Be 6a 23 31 45 98 100 
aa 13 19 31 61 65 
aa 9 15 23 34 36 


Lésungen in Schleicher-Schiillhiilsen drei Tage kalt gegen mehrfach 
gewechselte Phosphatlésung dialysiert, Volumina gleichgemacht. Ver- 
dauungsversuche 10cem: 20cem 2proz. Casein. 


ae 23 23 30 46 56 
Pw es 18 18 24 39 47 
Si ew 15 15 21 34 40 


Dieselben Lésungen (nach der Dialyse) durch weitporiges Ultrafilter 
gegeben, Verdauungsprobe ] O: 20ccm 2proz. Casein. 


a 19 19 24 43 49 
Er 15 14 16 34 438 
are 10 10 10 25 36 


Die restierenden Enzymwirksamkeiten ordnen sich hier also nach 
den Substratkonzentrationen, und bemerkenswerterweise wird die 
Reihe nach der Ultrafiltration ausgeprigter, die substratreicheren 
Lésungen enthalten also relativ mehr an ultrafiltrierbarem, aber nicht 
dialysierendem Enzym. 
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Tabelle XII. 
Je 100 cem Pankreatinlésung wurden mit Casein in Substanz versetzt, und 
zwar: A 10g, B 5g, C 2,5g, D 0g, und 2 Tage bei 37° belassen; in A war 
viel, in B etwas Casein ungelést geblieben, alle Lésungen wurden durch 
Papierbrei filtriert. Je 50 cem der Lésungen und auch der unbehandelten 
Ausgangsenzymlésung wurden 4 Tage wie in Tabelle XT dialysiert. Ver- 
dauungsversuche 10cem: 20 cem 2proz. Casein, van Slyke hier in | cem. 





Lésung 0 Std. ig Std. 3 Std. 24 Std. 3 Tage 


1. Undialysiert. 


A 
B 
C 
D 
E 


79 
61 
42 
17 


18 


23 
15 
13 
12 


1! 


84 
67 
47 
17 
29 


32 
24 
20 
15 
18 


95 
81 
57 
25 
37 


2. Dialysiert. 


4] 
37 
29 
19 
33 


102 
84 
64 
34 
46 


56 
48 
44 
35 
42 


115 
101 
70 
45 


55 


5Y 
53 
51 
39 
47 





Von den dialysierten Lésungen A, B, C wurden je 30ccm versetzt mit 
A 2g, B 0,5g, C 0,2g Casein, 24 Stunden bei 37° und 48 Stunden bei 
Zimmertemperatur belassen, durch Papierbrei filtriert und wie oben 
dialysiert. Verdauungsversuch wie oben. 

3. 
16 19 28 37 45 


7 9 14 25 29 


A 
ae 9 12 19 29 35 
C 


Von den dialysierten Lésungen je 20cem + A 0,2 g, B0,5g, C 1g Casein, 
24 Stunden bei 37°, dann wie oben. 


4. 

10 : 18 29 32 

9 15 28 31 

10 16 28 32 
Auch in diesen Versuchen ist der EinfluB des Substrats auf die 
restierende Enzymkraft unverkennbar, in 1. ist der Verdauungserfolg 
nach 3 Stunden in B sogar gréBer als in der Ausgangslésung E. DaB 
B in 1. und 2. wirksamer ist als A dirfte darauf beruhen, daB in A 
noch sehr viel Casein ungelést geblieben war und auf dem Filter blieb. 
wobei Enzym zuriickgehalten sein wird. In 3. verdaut dann ja A besser 
als B, von 3. zu 4. nimmt die caseinreichste Lésung C tiberhaupt nicht 
ab, wahrend fiir A und B besonders die Verringerung der Totalproteolyse 
in der Ordnung der Caseinkonzentrationen auffallt. Es ist tiberhaupt 
wichtig, den gesamten Verlauf der Proteolysen zu vergleichen. Im 
allgemeinen entspricht der gréBeren anfanglichen Proteolysiergeschwin- 
digkeit auch die gréBere Totalausbeute, aber fiir das Verhiltnis von 
1. und 2. in unserem Versuch, also von Undialysiert zu Dialysiert, 
gilt es nicht, die Hemmung, welche durch die Dialyse beseitigt wird, 
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ist also eine reine Verringerung der Geschwindigkeit. Interessant ist 
daB die substratlose wiarmeabgeschwichte Ausgangslésung D sich durch 
die Dialyse auch verbessert, wihrend die unbehandelte Lésung E sich 
so sehr verschlechtert, daB sie auch eine geringere Anfangsgeschwindig- 
keit hat als A und B. 

Wie nach Vorbehandlung des Enzyms mit Substrat der Erfolg 
fir die Proteolysiergeschwindigkeit zu Anfang und auf lingere Dauer 
verschieden ausfallen kann, lehrt endlich auch der nachstehende Versuch. 

Tabelle XIII. 
Schwach wirksame Pankreatinlésung je 10 cem + je l0cem A 4proz., 
B 2proz., C Iproz. Casein; D 4proz., E 2proz., F Iproz. Gelatine; 
G Phosphatlésung. Standen 3 Tage bei 37°, dann Verdauungsversuch 
10cem: 20cem 2proz. Casein. Van Slyke in 1 ccm. 





Losung 0 Std. tl, Std. 2! /» Std. 24 Std 


4 27 27 34 41 
B 16 21 27 36 
( 11 14 20 33 
ae een es re 19 23 27 32 
ae ll 16 19 24 
F 8 ll 14 23 
G 6 6 11 21 


In diesem Versuch waren die dialysablen Spaltprodukte nicht 
entfernt worden, die restierende Enzymkraft i:t also eine Kombination 


der Hemmung und der Schiutzwirkung des Substrats gegen die Warme- 
inaktivierung. Deutlich wird aber, daB die Gelatine nur die anfangliche 
Proteolyse ,,schiitzt**, bei langerer Dauer die Ausbeute der ungeschiitzten 
Lésung nur erreicht oder dahinter zuriickbleibt. Das Casein hingegen 
steigert in allen Fallen die 24-Stunden-Ausbeute, wihrend der zeitliche 
Verlauf der Proteolyse je nach der Caseinkonzentration verschieden ist. 


SchluBfolgerung. 

Aus den Versuchen ergibt sich groBe Wahrscheinlichkeit fiir die 
Annahme, da8 bei der tryptischen Verdauung des Caseins enzym- 
wirksame Substanz aus dem Casein entsteht. Mit Sicherheit ist zu 
sagen, daB sich der Trager der enzymatischen Wirksamkeit mit der 
Wirkung zustandsmaBig verindert, und zwar nicht nur im Sinne einer 
lockeren Bindung an Substratstoffe. Unter Mitberiicksichtigung der 
Ergebnisse der ersten Mitteilung ist zu schlieBen, daB die Hemmung 
der Proteolyse durch die bei der Spaltung entstehenden Stoffe nicht 
nur reversibel im Sinne einer dissoziablen Verbindung ist, sondern 
dynamisch im Sinne der Verlangsamung eines an Enzym vor sich 
gehenden, mit seiner proteolytischen Wirkung und seinem Verbrauch 
verbundenen Prozesses. 
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I. Einleitung. 


Unter den lebenswichtigen Elementen kommt dem Phosphor 
eine besondere Bedeutung in der Stoffwechselphysiologie des lebenden 
Organismus zu. Man wird ihn neben dem Kalium als das wichtigste 
Element der Aschenbestandteile bezeichnen kénnen. Die Kenntnis 
seiner Funktion geht jedoch, insbesondere bei den Mikroorganismen, 
noch nicht iiber die Feststellung hinaus, daB er in der Form von Phos- 
phorsiure aufgenommen wird und als Bestandteil verschiedener orga- 


1) Zum Teil stark gekiirzte Dissertation. Ausfiihrliche Arbeit in Schreib- 
maschinenschrift im oben genannten Institut. 
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nischer Verbindungen erscheint, und bei der Hefe z. B. vielleicht in 
irgend einer noch nicht naiher bekannten Beziehung zu dem von der 
Hefe durchgefiihrten Garungsvorgang steht. Soweit das Vorkommen 
dieser verschiedenen organischen Phosphorverbindungen fiir unsere 
besondere Frage von Interesse ist, soll dieses an geeigneter Stelle er- 
értert werden. Giinzlich unbekannt dagegen sind die Wechsel- 
beziehungen zwischen Phosphorsiureaufnahme und -verarbeitung und 
denen der iibrigen lebenswichtigen Elemente im Laufe der Entwicklung 
unter Beriicksichtigung der Variation auBerer Kulturbedingungen. 

Abgesehen von den Arbeiten Watermanns'), die sich unter anderem 
mit dem Verhaltnis zwischen Phosphorsiure und der Menge des assimi- 
lierten Kohlenstoffs befassen, liegen fiir die Mikroorganismen noch 
keinerlei diesbeziigliche Beobachtungen vor, wihrend fiir die héheren 
Pflanzen schon ein gréBeres Tatsachenmaterial beigebracht ist. 

Die Feststellung derartiger Beziehungen ist aber notwendig, bevor 
die Frage der Bedeutung des Phosphors bzw. der Phosphorsiure fir 
die Bildung phosphorhaltiger organischer Verbindungen und die Be- 
ziehungen zu den Stoffwechselvorgiingen iberhaupt niher in Angriff 
genommen werden kann. 

Ich habe mir daher die Aufgabe gestellt, den Stoffwechsel von 
Mikroorganismen in dieser Richtung su untersuchen, wobei ich,mich 
aus den spiiter darzulegenden auBeren Griinden auf Pilze und ins- 
besondere auf Aspergillus niger beschrankte. 


Il, Methodik. 

Ndhrlésung. Als Nihriésung kam die nach der Vorschrift von 
Laurent zur Anwendung, da sie vor sehr vielen anderen den Vorzug 
hat, keinen unléslichen Niederschlag zu bilden. 

Der Grundnahrlésung : 

0,075 Proz. Monokaliumphosphat, 

0,01 »  Magnesiumsulfat, 

5,00 +  Rohrzucker, 

0,10 »  Weinsiure 
wurden verschiedene N-Quellen, entsprechend 0,5 Proz. Ammonium- 
sulfat-N, zugefiigt. 

Als KulturgefiBe dienten Erlenmeyerkolben von ausgesuchter 
GleichmaBigkeit ; sie wurden vor dem Beschicken mit der Nahrlésung 
mit destilliertem Wasser unter Zusatz von etwas Natronlauge 10 Minuten 
gekocht, mit heiBem destillierten Wasser nachgespiilt und darauf im 
Trockenschrank getrocknet. Die Naihrlésungen wurden im strémenden 


1) H. J. Watermann, Proc. Acad. Amsterdam 19,1, 215, 1917; ferner 
Verslag von de gewone Vergadering 21,1, 1912; 21,2, 1912/13; Folia 
microbiologica 1, 422, 1912. 
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Dampf einmal 25 Minuten sterilisiert, was bei der sauren Reaktion 
des Mediums vollstandig geniigte. 

Impfung und Kultur. Bei der Impfung verfuhr ich so, daB ich das 
Sporenmaterial, das von einer Wiirze-Reinkultur stammte, die von Zeit 
zu Zeit tibergeimpft wurde, mit der Platindése gleich von Anfang an 
gleichmaBig auf der Fliissigkeitsoberfliche verteilte, und wenn sich 
im Verlauf einiger Stunden die Sporen wieder mehr nach der Mitte 
der Fliissigkeitsoberfliche hin zusammenzogen, daB sie noch einmal 
mit der sterilen Nadel vorsichtig auseinander getrieben wurden. Auf 
diese Weise war es zu erméglichen, daB die dann gequollenen Sporen 
gleichmaBig genug verteilt liegen blieben und so eine GleichmiBigkeit 
in der Auskeimung gewihrleistet wurde, was sonst nicht leicht zu 
erreichen ist. 

Je nach den Versuchsbedingungen und der Art der Organismen 
wurden die Kulturen entweder bei Zimmertemperatur oder im Brut - 
schrank bei 30 bis 32°C gehalten. 

Mit geringen Ausnahmen wurden die Versuche unter Ansetzen 
zahlreicher Parallelkulturen erhirtet, wie auch die einzelnen Versuchs- 
gruppen durch orientierende Vorversuche eingeleitet wurden. 

Ernte. Bei der Unterbrechung der Kulturen wurden unter Be- 
achtung gréfiter Vorsicht Pilzmycel und Kulturfliissigkeit voneinander 
getrennt. Die Nihrlésung wurde dabei unter der Myceldecke zuniichst 
méglichst vollstandig abgegossen, durch ein gehirtetes, vorher ge- 
wogenes, quantitatives Filter filtriert. Die Decke wurde darauf mit 
destilliertem Wasser unterschichtet, abgespiilt und dieses mehreremal 
wiederholt. Das sauber abgewaschene Mycel wurde schlieBlich in 
eine Porzellanschale zum Ablaufenlassen gebracht, der Kolben von 
den letzten Sporenresten befreit, das Filter ausgewaschen und das 
Filtrat gesammelt. 

Mycel + Filter wurden in einem mit eingeschliffenem Deckel ver- 
sehenen, tarierten Wiageglischen im Trockenschrank einer zunichst 
langsam steigenden Temperatur von 40, 60 und 90°C ausgesetzt und 
das zuletzt auBerst spréde, briichige und stark hygroskopische Mycel 
dann bei 105°C bis zur Gewichtskonstanz zu Ende getrocknet. 

Phosphoranalyse. Die P-Analyse erstreckte sich auf Mycel und 
Kulturflissigkeit, und zwar wurden beide entweder ganz oder teilweise, 
je nach der Fragestellung, dazu herangezogen. 

Zur Anwendung gelangte dabei die Newmannsche') alkalimetrische 
Phosphorsiurebestimmungsmethode unter Benutzung der von Gregersen *) 
empfohlenen Abanderungen, welche sich zur Erhéhung der Genauigkeit 


1) A. Neumann, Zeitschr. f. physiol. Chem. 87, 115, 1902/03. 
®) J. P. Gregersen, ebendaselbst 58, 453, 1907. 
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der Methode auf die Konzentration der einzelnen Fillkomponenten 
und auf die Variation des Fillfliissigkeitsvolumens beziehen. 

Neben anderen zuvor ausgefiihrten Priifungen mag folgendes 
Beispiel die geniigende Genauigkeit der Methode zeigen: 

Eine auf einer normalen Ammoniumsulfatnahrlésung (200 cem 
Volumen) gewachsene Aspergilluskultur wurde analysiert. Nach dem 
Trocknen des Mycels und quantitativer Gewinnung der Kulturfliissig- 
keit wurden beide getrennt zur Veraschung gebracht. Die Decke 
gelangte ungeteilt auf einmal zur Analyse, das P,O,; wurde mit 20 ccm 
Ammoniummolybdatlésung gefallt. Die Kulturfliissigkeit wurde nach 
der Zerstérung auf 300ccm aufgefillt, in ungefihr gleiche Hialften 
geteilt und in jeder Portion das P,O, mit 30 ccm Ammoniummolybdat- 
lésung gefillt. Die Resultate untereinander addiert, ergaben die P,O,- 


Gesamtmenge. 
Es wurden gefunden: 
Tees ek os te el . . 15,97 mg P,O,; 
b) in Kulturflissigkeit 1 ere ks ok 
ow ‘i RRB PRS? . 31,95 ., P,O, 


Summa. 78,22 mg P,O, 

Die Analyse einer gleichen, aber ee Nahrlésung ergab 
78.92 mg P, Os. 

An hen’ Stelle sei vorweggenommen, daB eine Falling des an- 
organischen Phosphors auch mit Magnesiamixtur direkt ausgefihrt 
wurde, Der Phosphor wurde zunichst aus ammoniakalischer Lésung 
unter Ammoniumchloridzusatz mit Magnesiamixtur als Ammonium- 
magnesiumphosphat gefallt, dieses abfiltriert, in verdiimnter H,SO, 
gelést, aus dieser schwefelsauren Lésung mit Ammoniummolybdat 
wiederum ausgefallt und alkalimetrisch bestimmt. 

Die Stickstoffanalyse wurde nach Kjeldahl ausgefihrt. 

Zucker wurde nach Inversion gegen Fehlingsche Lésung titriert. 

Sdure. Unter dem Begriff Siuregrad der Kulturflissigkeit ist die 
Gesamtsiure verstanden, indem der auf 500ccm im MaBkolben bei 
15°C aufgefiillten Nahrlésung 10 ccm entnommen wurden und diese 
unter Zusatz von 2 Tropfen alkoholischer Phenolphthaleinlésung als 
Indikator mit Barytlauge titriert und die verbrauchten Kubikzentimeter 
Lauge auf 10ccem der unverdiinnten Kulturflissigkeit umgerechnet 
wurden. Die in den Tabellen als Siuregrad verzeichnete Zahl bedeutet 
also die zur Neutralisation von 10 ccm urspriinglich angewandter 
unverdiinnter Kulturflissigkeit notwendig gewesenen Kubikzentimeter 
1/19 Barytlauge. Da hierbei nur starke anorganische Saiuren (Schwefel- 
siure) und organische (Oxalsiiure, Citronensiure) in Frage kommen, 
so erhalten wir auf diese Weise annihernd den wirklichen Aciditatsgrad 
der Lésung. 


$ 
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Ill, Auswahl der geeigneten Pilze und Nihriésungen. 

Bei der Verschiedenheit des Stoffwechsels der niederen Organismen, 
insbesondere auch gegeniiber den Stickstoffverbindungen, war zuniichst 
festzustellen, auf welche Pilzarten die Verwendung der Grundnihrlésung 
auszudehnen war, welcher von ihnen die im Substrat enthaltenen 
Komponenten nach Menge und Beschaffenheit am besten zusagten, 
und schlieBlich den EinfluB zu verfolgen, den eine Variation lediglich 
der N-Quellen auf die Entwicklung der einzelnen ausiibte. 

Die Versuche wurden in 100-cem-Erlenmeyerkélbchen angesetzt, 
mit 20cem der eingangs beschriebenen Niahrlésung beschickt und die 
Stickstoffform in der Weise variiert, daB als anorganische Stickstoff- 
quellen Ammoniumsulfat und Kaliumnitrat, als organische Harnstoff, 
Asparagin und Ammoniumlactat gegeben wurden, und zwar in allen 
Fiillen in der 0,5 g-Proz. Ammoniumsulfat-N aquivalenten Menge. Je 
drei Parallelkulturen wurden geimpft mit Reinkulturen von Aspergillus 
niger, Penicillium W. IT*), Oidium lactis und Dematium pullulans, 
iiber deren Wachstum die Tabelle I eine Ubersicht gibt. Die 
Kulturen standen bei Zimmertemperatur; das Wachstum wurde 
nach 10 Tagen in obiger Weise skizziert. Die Parallelkulturen 
zeigten untereinander gute Ubereinstimmung. Wegen guter Decken- 
bildung, die fiir die Analyse wesentlich ist, wurden diese Pilze gewahlt, 
nachdem Versuche mit anderen (Monilia variabilis, Kahmhefen, Bier- 
hefen, ferner mit verschiedenen Bakterien) gezeigt hatten, daB die 
Ernte nur schlecht verarbeitet werden kann. 





Tabelle I. 
Grundnabriésung mit Stickstoff als 
Kult ae : PR (FETS gS Cory 
oe — “we Harnstoff Asparagin a. ~~ Kaliumnitrat 
Penicillium W. II. . . | + +++ +++ +++ +++ 
Oidium lactis... .. |) +4 +++ +++ ++ 0 


Aspergillus niger . . . || +++ ff. of. ier er rie eas 
Dematium pullulans . || +++ +++ hah oo. dod d- 
+-+-+ Wachstum gut, ++ mittelmaBig, + gering, 0 kein Wachstum. 


Wie aus der Tabelle I hervorgeht, erkennen wir unter den vor- 
liegenden Verhiltnissen im Ammoniumsulfat fiir Penicillium die un- 
geeignetste aller zur Anwendung gelangter Stickstoffquellen. Das 
Mycel bildete nur eine diinne, stellenweise liickenhafte Decke, die nicht 
iiber der Fliissigkeitsoberfliche geschlossen und mit blischenartigen 
Auftreibungen reichlich durchsetzt war. Sie war rein weiB geblieben. 
Conidien waren nicht zur Ausbildung gelangt. Das ganze Aussehen 


') Kultur von Woeltje, Centralbl. f. Bakt., Abt. IT, 48, 97, 1918.4 
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der Kultur machte den Eindruck einer starken Schidigung und wich 
im AuBeren von allen iibrigen ab. 

Im Laufe der ersten 4 bis 5 Tage der Keimung und Mycelbildung 
hatte die Entwicklung des Pilzes auf diesem Substrat gleichen Schritt 
mit denen gehalten, wo Kaliumnitrat als N- Quelle gegeben worden war ; 
wahrend sich diese in den folgenden Tagen jedoch weiter iippig ent- 
wickelten, erschien das Wachstum auf der Ammoniumsulfatnéhrlésung 
sistiert. Der Grund ist in der bei der Ammoniumsulfatverarbeitung 
frei werdenden Schwefelsiure zu suchen, gegen die, wie man sieht, 
Aspergillus niger offenbar resistenter ist. Die Schidigung verriat sich 
weiter bei Penicillium durch die Ausbildung anormal gestalteter Hyphen- 
zelikomplexe, die trépfchenartig oder in linsenférmigen Auftreibungen 
zusammenhangend, ein diinnes, sprédes Mycel bilden, eine Erscheinung, 
auf die bei Penicillium sowie bei Aspergillus spater im Zusammenhang 
mit dem Phosphorverbrauch noch zuriickzukommen sein wird. So 
konstatierte z. B. auch Wehmer!) bei Penicillium, das er in Nahrlésung 
mit Ammoniumsulfat als einziger N-Quelle kultivierte, ein ahnliches 
Verhalten und sprach das Zustandekommen aufgetretener Riesenzellen 
im Mycel der im Substrat gebildeten schidlichen Schwefelsiure zu. 

Im Gegensatz zu Ammoniumsulfat entwickelte sich Penicillium 
auf Kaliumnitrat ausgezeichnet. Das Mycel war kraftig, auf der Unter- 
seite klebrig schleimig, wie auch die infolge der Farbstoffdiffusion 
dunkel gefirbte Kulturfliissigkeit diese Beschaffenheit zeigte. Ebenso 
wie auf Ammoniumsulfat waren Sporen nicht zur Ausbildung gelangt. 

Nach der schnell fortschreitenden Entwicklung und dem Aussehen 
der Decke zu urteilen, bildete, wie es allgemein bei den zahlreichen 
Penicilliumstimmen fiir eine Reihe Ammoniumsalze anderer organischer 
Sauren gilt, auch Ammoniumlactat. eine fiir unseren Pilz sehr gut aus- 
nutzbare N-Quelle. Das Mycel zeigte Conidienbildung. Die Kultur- 
fliissigkeit war gelblich gefiarbt. 

GleichermaBen verhielt sich Harnstoff und, wie es zu erwarten 
war, Asparagin. Die in beiden Kulturreihen dicken Mycelien waren 
mit der typischen mattgriien Conidiendecke tiberzogen. 

Auch fiir Oidium lactis zeigte sich auf Harnstoff und Asparagin 
vorziigliches Wachstum. Der Pilz bildete hier den charakteristischen 
schneeweiBen filzigen Uberzug, der die ganze Kulturflissigkeit sober- 
fliche bedeckte. DaB die Entwicklung auf Ammoniumlactat hinter 
diesen beiden N-Quellen zuriickblieb, obwohl doch dieser Organismus 
die Milchsiure vortrefflich verarbeiten kann und auch Ammoniumsalze 
sonst durchaus keine schlechte Stickstofform fiir ihn darstellen, lag 
wohl in dem Umstande, daB das Mycel bald nach kriiftig einsetzendem 


1) C. Wehmer, Ber. d. deutsch. bot. Ges. 81, 210, 1913. 
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Hyphenwachstum teilweise untergesunken war. Es mu8_beriick- 
sichtigt werden, daB Oidium lactis, worauf verschiedentlich in der 
Literatur hingewiesen wird, infolge recht mangelhafter Inversions- 
fahigkeit den Rohrzucker in kiinstlichen Mineralsalzlésungen als solchen 
entweder gar nicht oder nur in geringem MaBe als Kohlenstoffnahrung 
verwerten kann. 

Bei Ammoniumsulfat, wo in der Wahl einer anorganischen N - Quelle 
eine weitere Kohlenstoffquelle in Fortfall kommt, war jedoch die 
Mycelbildung fast ebenso fortgeschritten wie bei Ammoniumlactat. 
Wihrend die Ammoniaksalze allgemein genommen fiir Oidium lactis 
eine gute Eignung als N-Form besitzen, deckte sich der C-Bedarf hier 
also entweder nur aus der Weinsiure oder insofern aus dem Rohrzucker, 
als die beim N-Konsum wihrend der Dauer der Kultur frei werdende 
Schwefelsiure invertiert, wobei alsdann in der Livulose und Glucose 
eine gut verwendbare C-Quelle erschlossen wiirde. 

Gegen Kaliumnitrat verhielt sich der Pilz véllig ablehnend. Die 
Entwicklung gelangte nicht iiber die ersten Anfinge einer schwachen 
Conidienkeimung hinaus, Beijerink*), der gleiches Verhalten beob- 
achtete, nimmt an, daB die Nitrate fiir den Stickstoffhaushalt des 
Oidium lactis nicht allein ungeeignet waren, sondern dafiir sozusagen 
nicht existierten, 

DaB diese Abneigung gegen Nitrate nicht allein auf unsere aus der 
sauren Milch geziichtete Art beschrinkt ist, erweist ein Kulturversuch 
mit einem Oidium, das ich aus Felderde rein kultivierte, welcher so- 
wohl im Réhrchen bei kleiner, wie im Erlenmeyerkélbchen bei gréBerer 
Oberflache in gleicher Weise negativ verlief. 

"Bei Dematium pullulans lieB sich auf allen angewandten N - Quellen 
ein sehr gutes Gedeihen konstatieren. Es assimiliert also in seiner 
Anspruchslosigkeit ebenso die anorganischen Stickstoffverbindungen 
in Gestalt des Ammoniumsulfats und Kaliumnitrats wie die an- 
gewendeten N-Quellen organischer Natur. 

Bei Ammoniumsulfat hatten sich anfinglich erbsengroBe flache 
Mycelhaufchen gebildet, die sich am Grunde mehr und mehr ver- 
gréBerten, ineinander iiberwuchsen und schlieBlich eine zusammen- 
hangende Masse von schleimig ziher Beschaffenheit bildeten, die die 
ganze Kulturflissigkeit durchsetzte. 

Wiahrend die Mycelentwicklung zeitlich in allen Kulturen ziemlich 
gleichmaBig verlief, auch die starke Gallertbildung bei allen N-Formen 
dieselbe war, zeigten die Gemmen, scheinbar mit der wechselnden 
N-Quelle, abweichende Farbungen. So waren sie in der Ammonium 


') M. W. Beijerink, Centralbl. f. Bakt., Abt. If, 29, 161, 1911. 
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sulfat-Nihrlésung gelbgriim mit braunem Hof. Bei Harnstoff und 
Ammoniumlactat tief braunschwarz. Bei Asparagin war die kriftige, 
dicke Decke mit auffallend dunkelgriinen Gemmen in Menge durchsetzt, 
und auf Kaliumnitrat wies das heller gefirbte, gut zusammenhingende 
Mvycel nur wenig gelbbraune dieser Dauerzellen auf. 

Gleich dem Dematium entwickelte sich auch Aspergillus niger 
auf allen N-Quellen vortrefflich. Er bildete iiberall die bekannte, 
schneeweiBe, fest strukturierte Decke, auf der sich, den N-Quellen und 
den im Substrat auftretenden Stoffwechselprodukten nach, zeitlich 
verschieden einsetzend, die Bildung der typischen Sporen zeigte. 

In Hinsicht auf die Kultur unter den mannigfaltigsten Bedingungen, 
vor allem unter Beriicksichtigung seines Verhaltens gegeniiber den 
verschiedensten Verbindungen, die fiir die Pilze als N -Quellen geeignet 
sind, ist wohl kaum eine Spezies hiufiger Gegenstand eingehenderer 
Untersuchungen gewesen als Aspergillus niger. Ich beschranke mich 
daher betreffs seines Wachstums hier auf die oben gemachten Be- 
merkungen und verweise im weiteren auf die spiteren Ausfiihrungen 
im Zusammenhang mit dem Phosphorstoffwechsel und bei Erérterung 
der Sporenfrage. 

Betrachten wir zusammenfassend die durch diese orientierenden 
Vorversuche gewonnenen Resultate beziiglich des Verhaltens der 
einzelnen Organismen zu unserer Nahrlésung und ihrer Geeignetheit 
zum Verfolg der Zwecke unseres Themas, so zeigt sich Aspergillus niger 
als der vor allen gegebenste : 

Wir finden bei ihm die fiir physiologische Versuche so wesentliche 
RegelmaBigkeit der Deckenbildung und den auBerlich leicht erkennbaren 
Eintritt in verschiedene Wachstumsstadien. Die Erzeugung relativ 
groBer Trockengewichtsmenge, seine Widerstandsfahigkeit gegen schad- 
liche Stoffwechselprodukte, daneben die infolge der festen Konsistenz 
des Mycels angenehme Handhabe beim quantitativen Verarbeiten der 
Kulturen, und nicht zuletzt die leichte Art der Bestimmung seiner 
Identitét veranlaBten mich, Aspergillus niger auch fiir die Durch- 
fiihrung der phosphor-physiologischen Fragen in erster Linie heran- 
zuziehen. 

IV. Aspergillus niger. 
1.‘Phosphorsdure und Trockensubstanz (normale Bedingung). 

In der Fragestellung nach dem Ausma8 des quantitativen Um- 
satzes der Phosphorsiure unter wechselnden Vegetationsbedingungen 
bei Aspergillus niger machte sich zuniichst die Feststellung zur Not- 
wendigkeit, inwieweit unter Zugrundelegung ,,normaler Kultur- 
bedingungen Stoffmenge und Stoffkonzentration das Wachstum 
unseres Pilzes beeinflussen. Es interessierte die Frage, wieviel Trocken- 
substanz hierbei von einem ausgewachsenen Mycel iiberhaupt zu er- 
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warten war und inwieweit der Pilz die dargebotene P,O;-Menge fiir 
sich in Anspruch nahm, und schlieBlich, in welchem Verhiltnis die 
zum Verbrauch gelangte P,O,-Menge zur Menge der gebildeten Trocken- 
substanz stehen wiirde. 


Da im Laufe der Arbeit an KulturgefaBen %-, 4- und 1-Liter-Kolben 
zur Verwendung kamen, wurden zur Schaffung der zunichst beabsichtigten 
,normalen*’ Versuchsbedingungen die Kulturen in 500ccm fassenden 
Kolben angesetzt und die eingangs erwihnte normal zusammengesetzte 
Ammoniumsulfatnéhrlésung in einem Volumen von 200ccm gewiahlt. 
Die KolbengréBe stellte unter den Versuchsanordnungen die Mittellinie 
dar, ebenso was die Oberflichenweite des Nahrlésungsniveaus anbetraf, 
die der Entwicklung des Mycels gute Ausbreitungsméglichkeit gestattete. 
Das Volumen war in anderen Kulturreihen bei Verwendung gréBerer oder 
kleinerer VersuchsgefiBe meistens ebenfalls zu 200 cem genommen, einmal 
in Anbetracht des darin enthaltenen Nahrstoffquantums, welches die 
Voraussetzung fiir ein besseres Ernteresultat gab, als wenn mit 100 Volumen 
zugleich auch die absolute Nahrstoffgabe auf die Halfte reduziert wurde, 
und zum anderen, weil die hierin enthaltene gréBere P,Os-Menge bei P- 
Bestimmung in der nachgebliebenen Kulturfliissigkeit auch fiir verschiedene 
nebeneinander verlaufende Bestimmungsmethoden verwandt werden konnte. 

Drei Parallelkulturen unter obigen Bedingungen standen bei einer 
kiihleren Zimmertemperatur von 15 bis 17°C. Als Zeitpunkt fiir die Unter- 
brechung des Versuchs sollten zunichst nur rein &uBerliche Merkmale der 
Entwicklung maBgebend sein, indem das Mycel sowohl eine vollstandige 
Ausbildung erfahren, zum anderen eine gute Sporendecke produziert hatte. 
Die gewonnenen Decken sollten nach dem Trocknen zur Gewichtskonstanz 
mit H,SO, und HNO, jedes ungeteilt fiir die P,O,-Bestimmung zur Ver- 
aschung gebracht werden. Die Resultate sind in der Tabelle Ila zusammen- 
gestellt, auBerdem findet sich dort eine Kolonne, die die relative P,O,- 
Menge berechnet in Milligrammen, bezogen auf 1g Trockensubstanz, 
angibt, woraus sich zugleich der Prozentgehalt leicht erkennen laé6t. Diese 
Zahl veranschaulicht bei den wechselnden Mycelgewichten der verschiedenen 
Versuchsgruppen tibersichtlicher als die einfachen Gehaltszahlen das Ver- 
haltnis verbrauchter Phosphorsiure zur gebildeten Trockensubstanz und 
ist daher als direkt vergleichbare GréBe bei allen Versuchen aufgenommen 
worden. 





Tabelle Ila. 
Normale Nahrlésung. 
Mycelgewicht POs im Mycel P.O; in 1 
Nr. 7 vlc y Mycel-Trockensubstanz 
s mg mg 
l 1,302 24,599 18,89 
2 1,276 25,614 20,07 
3 1,356 23,712 17,48 
Im Mittel 1311 24,642 18,81 


Bei einer Wachstumsdauer von 14 Tagen hatte sich, in den drei 
Kulturen gut iibereinstimmend, eine kraftige, gleichmaBig auf Ober- 
und Unterseite reich gefiltelte Myceldecke entwickelt, die die ganze 
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Flissigkeitsoberflache liickenlos tiberspannte und gute Sporenbildung 
aufwies. 

Trotz der geringen Unterschiede ihrer Trockengewichte sowie 
auch der absoluten Phosphorsaiurezahlen ist es bei letzteren immerhin 
auffaillig, daB das schwerste Mycel nicht etwa am meisten, sondern 
eher weniger P,O, enthalt. Hier mag auf diese Erscheinung nur hin- 
gewiesen sein, sie soll ihre Erklarung spiter in Versuchsgruppen finden, 
wo sich dies noch deutlicher zeigt und die Verhaltnisse genauer studiert 
worden sind. Wir begniigen uns hier mit der Feststellung, daB im Mittel 
in 1,31lg Trockensubstanz 24,642mg P,O,; enthalten waren, was 
einem Gehalt von 1,881 Proz. P,O,; entspricht. Rund also 30 Proz. 
der gegebenen P,O,;-Menge waren festgelegt. d. h. fanden sich zu diesem 
gegebenen Zeitpunkt im Mycel vor. 

Zu den Zahlen, die wir in obigen Versuchen als Gehalt der Trocken- 
substanz an P,O, ermittelt haben, also als Bestandteil der Zellen 
ansprechen, mag hier erwihnt sein, daB es sich hierbei auch um Par- 
tikelchen der Kulturfliissigkeit handelt, die von dem innig verstrickten, 
schwammigen Hyphennetzwerk aufgesaugt und zwischen den Faden 
kapillar festgehalten werden. Wenngleich auch auf das Waschen der 
Decken mit destilliertem Wasser, um sie auBen von allen anhaftenden 
Kulturfliissigkeitsspuren zu befreien, stets besondere Sorgfalt verwendet 
wurde und die Mycelien zuerst immer zwischen Filtrierpapier getrocknet 
wurden, blieb diese Fehlerquelle doch unvermeidbar. Es handelt sich 
hierbei natiirlich nur um ganz geringe Mengen, die alle derartige Ver- 
suche mit in Kauf nehmen miissen, auBberdem kehrt dieser Umstand 
bei gleicher Arbeitsweise bei allen Kulturen wieder, so daB die Vergleich- 
barkeit der Analysen und die Schliisse, die daraus in physiologischer 
Hinsicht zu ziehen sind, in voller Auswertbarkeit bestehen bleiben; 
schlieBlich wire denn auch die Phosphorsiuremenge zu beriicksichtigen, 
die bei der Impfung mit den Sporen von vornherein vorhanden ist, 
die allerdings so gering ist, daB sie als kaum bestimmbare GréBe ver- 
nachlassigt werden kann. 


2. Variation der P- und N-Gabe. 

Mit den obigen Versuchen hatten wir ein Bild vom P-Verbrauch 
im Verhaltnis zur gebildeten Trockensubstanz bei Verwendung einer 
normalen Ammoniumsulfatnihrlésung erhalten, es fragte sich nun, 
inwieweit obige Verhiltnisse Abweichungen erfahren wiirden, wenn 
sowohl die stoffliche Zusammensetzung (verschiedene N-Quellen), als 
auch die Konzentration einzelner Komponenten des Nahrsubstrats 
variierte. 

Als N-Quellen wurden Harnstoff, Ammoniumlactat, Asparagin und 
Kaliumnitrat im Aquivalenten Verhaltnis zu 0.5 g-Proz.. Ammonium- 
sulfat-N gewahlt. 
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Im tbrigen wurden simtlic:he Kulturen, was KolbengréBe, Volumen, 
Unterbrechungszeitpunkt und Temperatur anbelangte, den ersten unter 
.normalen** Bedingungen gewachsenmen analog angestellt. 


Da den verschiedenen N-Quellen nach die Sporenbildung friiher oder 
spiter eintrat, wurde damit auch den einzelnen Versuchen eine langere 
oder kiirzere Kulturdauer bestimmt. 

Einfache P_,O,-Gabe, einfache N-Gabe, N-Quelle variiert. 

Tabelle Ilb zeigt die Resultate der Gruppe mit einfacher P- und 
N-Gabe unter Verwendung verschiedener N-Quellen. 


Tabelle IIb. 





Gewicht P.O; zo P amt N im Mycel T a 
Nr. N-Queile no Vis im Mycel pdichine ore ae el 
i mg mg mg mg 
l Harnstoff. . . 1315 25,122 19,10 a — 
2 Ammoniumlac tat 1,434 22,824 15.91 —_- — 
3 Asparagin ... 1,388 25.233 18,17 — — 
4 Kaliumnitrat . . 1,363 23,204 17,02 — — 
la Harnstoff. ... 1,216 — — 51,128 42.02 
3a Asparagin ... 1.412 _— — 60,876 43,10 


,Zunaéchst einige Bemerkungen tiber die Mycelgewichte (es Jiegt aller- 
dings bei diesen evenfalls noch als Vorversuche betrachteten Kulturen nur 
je ein Versuch vor; doch werden ja die sich ergebenden wesentlichen Ge- 
sichtspunkte spiater eingehender behandelt werden); sie alle halten sich 
annniahernd in den Grenzen der Tab. IIa. Mit 1,434 ist das auf Ammonium- 
lactat gewachsene, obwohl es nicht ganz iiber der Oberflache geschlossen war, 
am schwersten. In diesem Erntegewicht wiirde sich die bekannte Tatsache 
erweisen, daB die NH,-Salze der meisten aliphatischen Oxyséuren, unter 
diesen mit an erster Stelle das Ammoniumsalz der Milchsaure, als Stickstoff- 
nahrung einen hervorragenden Nahrwert verkérpern. Bis zu guter Sporen- 
bildung betrug die Kulturdauer hier 18 Tage, 


Dem auf Ammoniumlactat gediehenen am niichsten stand das A sparagin- 
myecel. Sehr kraftig und gesund entwickelt, zeigte die Decke nur langsame 
Sporenproduktion, so daB die Kultur erst am 16. Tage unterbrochen werden 
konnte. Diejenigen mit Kaliuwmnitrat und Harnstoff hatten eine iiberein- 
stimmende Wachstumsdauer von 14 Tagen. 


Trotz der verschiedenen Erntegewichte und der verschieden langen 
Kulturzeit weicht hier die Menge des wirklichen P,O,-Gehalts durchweg 
nicht betrachtlich voneinander ab. Auch der prozentische Gehalt, die 
relativen P,O,-Zahlen stimraen, jedenfalls bei Nr. 1, 3 und 4 fast iiberein 
und zeigen auch im Vergleich mit diesen Zahlen der Tab. Ila 
kaum einen nennenswerten Unterschied. Abweichend verhalt sich nur das 
Ammoniumlactatmycel. Obwohl der Unterschied in den Mycelgewichten 
nicht groB ist und auch die absoluten P,O,-Zahlen im gré8ten um nicht 
mehr als rund 2,4 mg differieren, so ist es doch auffallend, daB auch hier 
die kleinsten Werte fiir Phosphorsiéure mit dem héchsten Trockensubstanz- 
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gewicht zusammenfallen. Da8 die unvollkommene Erstreckung des Mycels 
auf dem Nahrsubstrat nicht fiir diese Erscheinung verantwortlich zu machen 
ist, geht daraus hervor, daB in Tab. IIc, Nr. 3 ein Analogon in bezug auf die 
geringe P,O,-Menge zu finden ist, wo aber das Mycel ganz normal tiber das 
Niveau ausgebreitet lag. AuBerdem hatte dann auch die Zuckeraufnahme 
dadurch heruntergedriickt werden miissen. 


Im ganzen laBt sich bei Betrachtung vorliegender Gruppe sagen, 
daB der Wechsel der N-Quelle, der damit zugleich ja auch die Salz- 
konzentration der Kulturfliissigkeit verainderte, keine besonderen Ab- 
weichungen in bezug auf den Phosphorsiiureverbrauch im Gefolge 
gehabt hat. 


Zwei- und dreifache P,O,-Gabe, einfache N-Gabe. 


Bei den beiden Versuchsreihen mit doppelter (Tabelle IIc) und drei- 
facher P-Gabe (Tabelle IId) l48t sich schon duBerlich mit Ausnahme des 
Asparaginmycels (IIc, 3) eine fallende Tendenz der Mycelgewichte mit 
steigender Konzentration feststellen. In Tab. IId bleiben die Mycelien 
stark hinter den normalen Gewichten zuriick, und wir erkennen die Grenze. 
wo das Optimum der Konzentration iiberschritten ist, und das unentbehr- 
liche Element Phosphor, in zu groBer Menge gegeben, eventuell noch im 
Verein mit der durch die erhéhte Phosphorséuregabe auch erhéhten 
Saurekonzentration (KH,PO,), im Mycelwachstum die Unmiglichkeit 
geregelter Versorgung zutage treten laBt. 


t 





Tabelle I] c. 
™ P.O; P.O, pro 
Nr N-Quelle Gewicht im Mycel Teochensdhetune 
x u mg 
1 Ammoniumsulfat 1,219 23,584 19,34 
2 Harnstoff .... 1,071 24,600 22.96 
3 Asparagin. ... 1,401 20,748 14.80 
4 Kaliumnitrat . . 1,081 21,810 20,17 
Tabelle Il d. 
1 Harnstoff .... 0.761 13,694 17,99 
2 Kaliumnitrat .. 0,804 16,991 21,13 


Der absolute Gehalt der Mycelien an P,O, in Tab. Ile mit doppelter P- 
Gabe weicht von den vorher gewonnenen Bildern kaum ab. Die gréBte Menge 
P,O, enthalt hier das nur 1,071 g schwere Harnstoffmyce] mit geringster 
Kulturdauer (13 Tage); im Gegensatz hierzu wieder das Asparaginmycel 
mit gréBter Menge gebildeter Trockensubstanz, langster Kulturdauer 
(20 Tage) und absclut sowie relativ niedrigster P, O,-Menge, eine Erscheinung, 
die in dhnlicher Weise in Tab. Ila und IIb bei einfacher P-Gabe schon 
festgestellt wurde, und ohne weiteres daher hier auf die erhéhte P-Kon- 
zentration nicht zuriickzufiihren ist. 


Wie aus der Tabelle ersichtlich, tritt die Schadigung bei noch weiterer 
Erhéhung der P-Gabe noch scharfer hervor. Sporen werden zeitiger aus- 
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gebildet. Das Harnstoffmycel, 12 Tage alt, diinn und spréde im féuBeren 
Habitus, ebenso das Kaliumnitratmycel mit gleicher Kulturdauer. 

Die absoluten P,O0;-Werte sind entsprechend der schwachen 
anormalen Deckenbildung natiirlich gleichfalls gering geblieben, zeigen 
jedoch, daB die tiefgreifende auBere Veranderung das prozentische Ver- 
haltnis gar nicht betroffen hat. 

Die Steigerung der P-Gabe allein auf das Doppelte und Dreifache, 
also in ziemlich erheblichen Grenzen, kommt wohl im Aufbau von 
Trockensubstanz im schiidigenden Sinne zur AuBerung, eine Ab- 
weichung aber in diesem Altersstadium beziiglich des Verhiltnisses 
P,O, zum Trockengewicht ist nicht zu konstatieren. 


Zweifache P,O;-Gabe, zweifache N-Gabe. 





Tabelle Ile. 
— P,O P,O 
Nr. N-Quelle Gewicht im Mycel Teodbenetheeien 
& mg mg 
l Ammoniumsulfat 1,187 25,106 21,15 
2 Harnstoff .... 0,817 15,216 18,62 
3 Kaliumnitrat .. 1,074 22,065 20,54 


Die Verhiltnisse in Hinsicht,auf cie Erzeugung von Trocken- 
substanz gegeniiber denen in Tab. Ile und IId finden sich hier nicht so 
iibereinstimmend, wenngleich auch hier eine Wachstumshemmung durch 
die erhéhte Konzentrationswirkung zu erkennen ist, die sich besonders 
in der Kultur mit doppelter Harnstoff-N-Gabe zeigt (Harnstoff zeigt 
tibrigens auch bei 2 x P +1 x N und 1 x P+ 1 X N das geringste 
Mycelgewicht); auBerdem wiederum bei allen drei Kulturen tiberein- 
stimmend eine zeitigere Sporendeckenbildung (Harnstoff 10 Tage, 
Ammoniumsulfat und Kaliumnitrat 12 Tage). Der absolute Gehalt 
an Phosphorsiure schwankt entsprechend den Mycelgewichten; doch 
ist auch hier zwischen dem relativen P-Gehalt der unter diesen Be- 
dingungen gezogenen Decken und den der Normalkulturen ein wesent- 
licher Unterschied nicht festzustellen, 


Einfache P,O,-Gabe, zwei- und dreifache N-Gabe(Tabelle If u. g). 


Tabelle IT f. 





oo P,O P, Os pro g 
Gewicht a Myce! 2-5 


Nr. N-Quelle Trockensubstanz 
| 8 mg mg 
1 | Kaliumnitrat .. | 1,096 | 33220/ 3031 
Tabelle II g. 
1 | Kaliumnitrat .. | 0,992 | 31,066 31,32 
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Eine nicht unwesentliche Abweichung von den bisherigen Feststellungen 
zeigt sich jedoch in vorliegenden zwei Versuchen, deren Mycelien, 10 und 
12 Tage alt, zwar iiber die Fliissigkeitsoberfliche gleichmaBig erstreckt 
und geschlossen waren, aber diinnhaiutig blieben und hinter den normalen 
zuriickstanden, und zwar mit steigender N-Konzentration mehr. Die 
Verinderung der N-Konzentration allein verhielt sich also &uBerlich ganz 
ahnilich wie die einseitige Erhéhung der P-Gabe, die in Tab. IIc und Id 
vorlag. Bei den zur Entwicklung gelangten Decken hatte sich in dieser 
Zeit eine auBerordentlich tippige Bildung von Sporen eingestellt, die in 
lockeren, pulverigen Hitufchen dem Mycel in Menge auflagen und nicht 
die sonst typisch schwarze, sondern hier eine mehr braunliche Farbung 
zeigten. Ein Vergleich des P,O;-Gehalts dieser Mycelien mit den Werten 
derselben N - Quelle bei normaler Konzentration zeigt, obwohl die vorliegenden 
um rund 0,3 bzw. 0,4 g leichter waren, etwa 80 Proz. der pro 1 g Trocken- 
substanz berechneten P,O,-Normalmenge mehr, was, auf 100g Trocken- 
substanz bezogen, einem Unterschied von etwa 1,3 Proz. mehr vorhandener 
P,O, entsprechen wiirde. Diese Erscheinung, die infolge Fehlens von 
Parallelkulturen leider in nicht geniigendem MaBe erhirtet werden kann, 
tritt aber doch in der Auffalligkeit hervor, daB sie in beiden Fallen der 
Konzentrationsinderung vorliegt und daher den SchluB zulassen kénnte, 
daB8 die einseitig gesteigerte N-Konzentration mit Kaliumnitrat als N-Quelle 
einen nicht unerheblichen Mehrverbrauch an P,O,; veranlaBt hat. 

Nach den spiiter mitzuteilenden Zusammenhingen zwischen Sporen- 
bildung und Verhalten der P-Verbindungen in dem Pilze ist der Grund 
hierfiir am wahrscheinlichsten darin zu suchen, daB die Phosphorsaure hier 
der ja besonders reichlichen Sporenbildung zugute gekommen ist (s. hierzu 
S. 391), indem vielleicht eine reichliche Bildung von als Reservemateria) fiir 
die Sporen in Betracht kommender P- und N-haltiger organischer Ver- 
bindungen gewissermaBen erzwungen worden ist. 

Beim Uberblick der im vorhergehenden angewandten Variationen 
der Ernihrungsbedingungen, die wir mit Ausnahme der letzten Gruppe 
als ohne wesentlichen EinfluB auf die prozentische Zusammensetzung 
beziiglich P,O, zur Trockensubstanz erkannt haben, sehen wir auch, 

> 2™"5 
daB bei der Wahl des vorliegenden Unterbrechungszeitpunktes diese 
bestehende prozentuale Konstanz weder vom Wechsel des Mycel- 
gewichtes noch durch die um mehrere Tage differierende Kulturdauer 
merklich betroffen wurde. 

Dieser Zeitpunkt beschloB eine bei Zimmertemperatur als aus- 
gedehnt zu bezeichnende Kulturdauer, wihrend welcher der Pilz seinen 
Stoffaufbau vollendet hatte und zum Stillstand seines Wachstums 
gekommen war. Es wiirde weiter aus diesen Versuchen hervorgehen, 
daB zu diesem Zeitpunkt der Pilz offenbar eine im Verhaltnis zur 
Trockensubstanz fast gleiche Menge Phosphorsiure in seinen Zellen 
festgelegt hat, die eben unter der gepriiften Variation der Auberen 
Verhiltnisse (mit der angegebenen Ausnahme) keine wesentliche Anderung 
erfahren hat. 

Das eigentliche Bild des Phosphorsiureumsatzes wiirde sich da- 
gegen erst bei Verfolg des Elementes im Laufe des Wachstums ergeben. 
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Wiahrend der Zeit, wo Stoffaufnahme und -ansatz den Hauptcharakter 
der Lebenserscheinungen ausmachen und sich die AuBerung jugend- 
licher Zellkrafte im Rahmen intensiverer Leistungen bewegt, hatte zu 
gelten, daB auch die Anspriiche, die an die einzelnen Nihrfaktoren des 
Substrats gestellt werden, zu dieser Zeit ganz besonders rege sind. 
Fiir unseren Fall wiirde also der Phosphorsiiturekonsum zu verschiedenen 
Wachstumszeiten und im Verhiltnis zur stattfindenden Verainderung 
des Trockensubstanzgewichts waihrend des Entwicklungsganges zu 
beobachten sein, wobei in Anbetracht der Erscheinung in Tab. If 
und II g insbesondere der Frage niher zu treten war, ob im Stadium der 
Sporenbildung unter normalen Bedingungen der Pilz zu einer ge- 
steigerten P,O,-Aufnahme schreitet. 


3. Phosphorsdure und Stickstofj in verschiedenen Entwicklungsstadien. 

Eine gréBere Anzahl von Kulturen mit 200 cem normaler Ammonium- 
sulfatnéhriésung wurde in %%-Liter-Kolben mit gleicher Anzahl Osen 
Sporen beimpft. Der Unterbrechungszeitpunkt fiir die einzelnen Wachstums- 
stadien wurde wieder nach &uBeren Merkmalen gewahlt. 

Das erste Stadium wurde abgebrochen, sobald sich eine diinne liickenlos 
zusammenhingende, regelmaBige Myceldecke gerade eben iiber der Kultur- 
fliissigkeitsoberflache geschlossen hatte, die Deckenhaut rein wei8 und noch 
keine Spore makroskopisch erkennbar war. 

Als zweites Stadium galt der Zeitpunkt, wo sich auf den jungen Mycelien 
die allererste Sporenbildung durch Auftreten einzelner schwarzer Conidien- 
trager Képfchen anzeigte, als drittes Stadium dasjenige, wo das Mycel 
von einem ausgeprigten Conidienrasen vdéllig bedeckt war. 

Wegen der sehr bald einsetzenden Sporenbildung, die bei einigen 
Kulturen schon begann, ehe sich das Mycel vollends tiber die Oberflache 
erstreckt hatte, und da bei der fiir unseren Pilz optimalen Wachstums- 
temperatur von 30 bis 32°C diese Sporenbildung schneller eintritt und 
infolgedessen die Grenze des Ubergangs vom ersten zum zweiten Stadium 
weniger scharf in Erscheinung treten l4Bt, wurden die Kulturen bei 
einer Zimmertemperatur von 18°C aufgestellt. 

Zur Beurteilung des jeweils vorliegenden Wachstumsstandes und der 
tatsiichlichen WachstumsgréBe wurde neben der Verfolgung des Phosphors 
in diesen drei Wachstumsstadien auch der Stickstoff als charakteristischer 
Eiwei8baustoff und als ein ebenfalls mit den LebenséuBerungen aufs engste 
verkniipftes Element in Riicksicht gezogen. Die Feststellungen erstreckten 
sich analog der Phosphorsaéure auf den absoluten wie prozentualen Gehalt 
der Trockensubstanz und, in dem berechneten Verhialtnis P,O,: N, auf die 
Beziehung dieser beiden Elemente zueinander. Die Resultate finden sich 
in Tabelle III zusammengestellt. 

Die Mycelien im ersten Wachstumsstadium zeigten nach viertagiger 
Kulturdauer diinne, rein weiBe, schwach gefiltete, sporenlose Decken 
mit samtiger Oberseite, die die ganze Kulturfliissigkeit tiberspannten. 
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Tabelle 111. 





P.O, P,O5 P.O, pro g N pro g 
Nr. Gewicht a in Kultur- Trocken- Nim Mycel Trockens P,O,s:N 
’ flussigkeit substanz substanz l:az 
g ing mg my mg | mg 


Ammeniumsulfat 1. Stadium. 





l 0,691 19,020 58,645 27,52 33,702 48,77 1,772 
2 0,668 18,260 61,497 27,33 32,112 48,07 1,758 
3 0.618 15,977 64,034 25,85 29,264 47,35 1.831 
4 0,690 18,259 60.547 26,46 33,465 48.50 1,833 
5 0,641 16,737 — 26,11 31,434 49.04 1,878 
6 O817 21.683 - 26.54 39,969 48,92 1,843 
7 0.733 19,781 —_— 26,98 35,631 48.61 1,801 
Mittel: 0,694 18,531 -- 26.68 33,654 48,47 1,816 
Ammoniumsulfat 2. Stadium. 
l 1,020 24.726 55,159 24.18 47,826 46.88 1,939 
2 1,185 28.149 50.879 23,75 54,195 45.73 1,925 
3 0,969 23,965 53,416 24.73 46,065 47,53 1,922 
4 0,925 23,205 -- 25,08 43,086 46,58 1,857 
5 1,319 29.671 49.450 22,49 — —_ — 
Mittel: 1,084 25,943 —— 24.05 47,793 46,68 1,941 
Ammoniumsulfat 3. Stadium. 
l 1,232 26,248 53,890 21,30 53.922 43,76 2,054. 
2 1,200 22.064 54.365 18,38 49,860 41,55 2,260 
3 1,353 27,769 50,404 20.52 59.070 43,65 2,127 
4 1,280 27,389 52,305 21,39 57,447 44.88 2,098 
5 1,368 27,008 —— 19,74 56,634 41.39 2,097 
6 1,404 26,628 — 18,96 57,717 41,11 2.168 
Mittel: 1,306 26,184 oo 20.05 55.775 42.7 2.131 
Degenerationskulturen. 
‘ PAOs pro g 
Alter Gewicht | P05 im Mycel) = Trockene Aciditat Zucker 
mg mg 
1 Jahr 1) 1,519 8,622 5.676 4.29 0 
16 Tage 2) 1,328 6,340 4,774 8.93 0 
Mittel: 1,424 7,481 0.523 _ —- 


Ihre Trockengewichte waren von verhiltnismaiBig guter Uberein- 
stimmung. 

Bei Betrachtung der absoluten P,O,-Zahlen stellt sich heraus, 
daB in diesem jiingsten Stadium der Entwicklung mit dem Fortschreiten 
der Zunahme an T:ockensubstanz auch der Verbrauch an Phosphor- 
siure Schritt hilt. Es muB8 darauf hingewiesen werden, daB es sich in 
diesen jugendlichen Wachstumsstadien hie: bei um etwas anderes handelt 
als um die schon bei abgeschlossenem Wachs' um festgestellte Erscheinung, 
bei der die geringere absolute P-Menge auf das schwerere Mycel entfiel 
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Es werden sich spater noch weitere Gesichtspunkte zu dieser letzten 
Frage ergeben. 

Wir erkennen hier, daB die Menge verbrauchter Phosphorsiure 
annihernd in direktem proportionalen Verhaltnis zur Menge erzeugter 
Trockensubstanz steht; steigt das eine, so wichst damit entsprechend 
auch das andere, wie man ja ganz allgemein solche Beziehungen zwischen 
Wachstum und Stoffaufnahme bei den héheren Pflanzen kennt. 

Vergleichen wir die prozentische P,O,;-Zahl mit der, die bei der 
Normalgruppe in Tabelle Ila den Gehalt der 14 Tage alten Kulturen 
angab (1,88 Proz.), so ergibt sich, daB, wie bereits erwihnt wurde und 
ja auch schon bekannt ist [Watermann')], im Jugendstadium prozentisch 
viel gréBere Mengen Phosphorsiure in den Kreis des Verbrauchs gezogen 
werden, 

Wenn wir oben von Trockensubstanz und Phosphorsiure sagten, 
daB sich beide in diesem Stadium der Entwicklung annahernd direkt 
proportional zueinander verhalten, so tritt ihnen als drittes der Stickstoff 
zur Seite. Die Gesamtheit ihrer proportionalen Verhaltnisse ergeben 
ein klares Bild der vorliegenden LebensiuBerung in der Richtung der 
Wachstumszunahme und des Nahrungsansatzes, indem, untereinander 
villig gleichwertig, immer neue Hyphenzellen angelegt und aufgebaut 
werden. «Im Mittel stehen in diesem jiingsten Stadium 2,668 Proz. 
P,O, 4,847 Proz. Gesamtstickstoff gegeniiber. 

Als MaBstab einer Verteilung dieses Gesamtstickstoffs auf die einzelnen 
N-haltigen Plasmakomponenten bei den Schimmelpilzen allgemein, kénnten 
friihere Feststellungen Stutzers*) dienen, welcher bei seinen Versuchen iiber 
das Vorkommen von Nuclein in der Hefe und in den Schimmelpilzen diese 
letzteren in offen an der Luft stehenden Schalen sich entwickeln lieB und 
nach Bildung einer geniigenden Mycelmenge diese iiber Schwefelsiure 
trocknete. Bei der Art der Kulturanstellung und mit dem Vorbehalt, daB 
dieser Nuclein-N tatsiichlich Nucleoproteiden entstammt, kann das Er- 
gebnis als ein nur annihernder Vergleich gelten. Verfasser fand bei der 
Hefe 10,11 Proz. Amid- und Pepton-N, 63,80 Proz. EiweiB-N und 26,09 Proz. 
Nuclein-N. Bei Schimmelpilzen entfielen auf 3,776 Proz. Gesamt-N der 
Trockensubstanz, 19,86 Proz. auf Amide und Peptone usw., 39,39 Proz. 
auf EiweiB und 40,75 Proz. auf Nuclein. Verfasser kommt auf Grund dieser 
letzten hohen Zahl zu dem SchluB, daB die Schimmelpilze neben Eiwei8 
viel Nuclein zu bilden imstande seien, 

Manche Autoren [unter anderen Kossel*), Loew*)] nehmen ferner an, 
daB8 der ja auch hier gefundene, relative Phosphorreichtum jugendlicher 
Organismen mit der in dieser Zeit besonders lebhaften Bildung von Nucleo- 
proteiden der Zellkerne zusammenhingt. 


1) Zitiert 8. 373. 

*) A, Stutzer, Zeitschr. f. physiol. Chem. 6, 155 u. 572, 1882. 
8) A. Kossel, Arch. f. Anat. u. Physiol. 1891, 8. 181. 

*) O. Loew, Biol. Centralbl. 11, 269, 1891. 
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Beim Ubergang vom ersten zum zweiten Stadium sehen wir, daB 
mit einer weiteren Trockensubstanzzunahme auch eine solche der 
absoluten Phosphorsiiure- und Stickstoffmenge festzustellen ist. Das 
Mycel verfolgt also weitere nahrungsaufnehmende Tendenz, es schafft 
neuen Ansatz an Zellsubstanz, wahrend sich gleichzeitig die ersten 
Anfliige der Sporenbildung zeigen. Vergleichen wir aber an Hand der 
Zunahme der Trockenmasse die Kulturen dieses Stadiums in bezug 
auf ihren P,O,;-Gehalt mit denen aus dem ersten Stadium, so stellt sich 
heraus, daB dieser zwar zu den Gewichten der Trockensubstanz noch 
in enger Wechselbeziehung steht, indem sich in diesem Stadium eine 
AuBerung der Gewichtszunahme im jeweils héheren Verbrauch an 
Phosphorséure erkennbar macht, daB jedoch das Verhiltnis zwischen 
diesen beiden GréBen ein nicht mehr so ausgesprochen proportionales 
zu nennen ist wie im ersten Stadium. Es entfallen auf die Menge neu- 
gebildeter Trockensubstanz geringere P,O,;-Mengen; die relativen 
Phosphorsiurewerte sinken, woraus zu ersehen ist, daB der Eintritt 
in das Stadium der Sporenbildung von einem prozentua! gréBeren 
Gesamtverbrauch an Phosphorsiure nicht begleitet wird. 

In fast analoger Weise hierzu verliuft die Aufnahme des Stickstoffs ; 
die relative N-Zahl vom ersten zum zweiten Stadium sinkt. Die Differenz, 
die den Grad ausdriickt, in welcher Weise die Vernachlissigung des 
Konsums beider Elemente nebeneinander verliuft, tritt in der Ver- 
schiebung ihrer Beziehung zweinander hervor, indem sich das Ver- 
haltnis P,O,: N von 1: 1,816 auf 1: 1,941 erweitert. 

Die Ergebnisse in dieser als Ubergangsstadium zu betrachtenden 
zweiten Phase des Wachstums zeigen schon eine vom ersten Stadium 
abweichende Richtung in der Tatigkeit des Organismus an, die sich 
bei der Entwicklung im dritten Stadium verdeutlicht. 

Die Kulturen waren 9 bis 11 Tage alt, je nachdem sich friiher oder 
spiter die Sporen zu einer Decke tiber die Mycelien herangebildet 
hatten. Die Mycelien selbst waren kraftig und normal entwickelt 
und wiesen die bekannte reichliche Faltelung auf. 

Das Mittel aus sechs analysierten Kulturen zeigt eine noch weitere 
Gewichtszunahme. Diesem Zuwachs an Mycel sowie der daneben statt- 
gefundenen Ausbildung einer Sporendecke steht aber kein Mehr- 
verbrauch an Phosphorsiiure zur Seite. Werden die einzelnen Kulturen 
des dritten Stadiums daraufhin angesehen und mit ahnlich schweren 
Gewichten des zweiten Stadiums verglichen, so stellt sich bei ihnen 
sogar ein geringerer Gehalt an P,O; heraus, ein Umstand, der sich 
bei diesen Decken vielleicht auf einen Phosphorverlust griindet, wie 
er bei spiteren Versuchen deutlich erwiesen wird. 

Was den Stickstoffgehalt der Kulturen im dritten Stadium an- 
betrifft, so finden wir, daB der Mehrverbrauch an diesem Element 
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der Mehrerzeugung an Trockensubstanz ebenfalls nicht mehr entspricht 
was sich durch das Herabdriicken der relativen Stickstoffzahl auf 
42.72 bemerkbar macht. 

DaB diese Erscheinungen sich bei beiden Nahrfaktoren in ungleichem 
MaBstabe nebeneinander vollziehen und den Phosphor in intensiverer 
Weise als den Stickstoff treffen, geht aus der abermaligen Erweiterung 
des Verhaltnisses P,O,:N mit 1: 2,131 hervor. 

Die nur unter dem auBeren Gesichtswinkel ausgebildeter Decken 
bei ausgepragter Sporenbildung gewonnenen Mycelien in diesem letzten 
Stadium befinden sich, wie wir gesehen haben, physiologisch wahr- 
scheinlich in unterschiedlichen Zustinden, indem Andeutungen dafiir 
vorliegen, daB einige das Maximum der Stoffaufnahme erst erreicht, 
andere schon tiberschritten haben und dem Abbau anheimzufallen 
beginnen, so daB die Mittelzahl nicht das Bild erkennen laBt, welches 
den einzelnen Kulturen nach ihrem innerphysiologischen Zustande 
eigen ist. 

Was sich bei vorliegender Versuchsanordnung aus den Zahlen- 
ergebnissen bisher folgern laBt, wiire zusammengefaBt folgendes: 

Gleich im Anfang auf der stark ansteigenden Kurve des ersten 
Wachstums finden wir den Zeitpunkt, wo der Verbrauch des Pilzes 
an Phosphorsiure relativ am gr6éSten ist, je friher in der Entwicklung, 
je mehr neue Hyphenzelleti noch ausgebildet werden, um so prozentisch 
gréBer die Inanspruchnahme des Phosphors zur Konstitution bestimmter 
P-haltiger organischer Verbindungen, unter denen wir den Nucleo- 
proteiden wohl eine besonders bedeutsame Rolle (quantitativ und 
qualitativ) zusprechen diirfen. 

Es sei hier bemerkt, daB bis heute die Kenntnisse itiber die Nucleo- 
proteide der Pilze noch recht ungenau sind, und es steht dahin, inwieweit 
wir berechtigt sind, diese Bezeichnung hier zu gebrauchen. Ob ferner 
die Nucleoproteide auf die Kerne allein beschrinkt sind oder auch 
anderweitig im Zellprotoplasma vorkommen und die Kerne nur einen 
besonders hohen Gehalt an diesen Substanzen besitzen, ist ebenfalls 
noch der Aufklirung bediirftig. Nach Kossel und anderen Autoren 
sind jedenfalls die Nucleoproteide wesentlichste Zellbestandteile und fiir 
die Existenz und Entwicklung der Zellen unbedingt notwendig. 

Im ersten Stadium, wo der Verbrauch an Phosphor und anderen 
Nihrstoffen im vollen Umfange dem Stoffansatz entspricht und den 
Ausdruck der Intensitaét des Wachstums erlaubt, finden wir den Aufbau 
solcher phosphorhaltiger Verbindungen prozentisch auf héchster Stufe. 

Mit dem Eintritt in das Stadium der Sporenbildung zeigt sich ein 
relativ geringeres Vorhandensein phosphorhaltiger Verbindungen an, 
die eine weitere Verminderung erfahren, wenn das Mycel Alter wird 
und der Pilz im dritten Stadium eine zusammenhingende Sporendecke 
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ausgebildet hat. Der Grund hierfiir kénnte einmal darin beruhen, daB 
die Trockengewichtszunahme mehr auf Kosten anderer Stoffe, z. B. 
des Zuckers, zur Ausbildung von Membransubstanz stattgefunden hat, 
wobei der Phosphorsiureverbrauch eingeschrankt wiirde, oder es kénnte 
im letzten Stadium, wie aus geringen Andeutungen zu schlieBen wire, 
ein Phosphorséureverlust eintreten. 

Wenn zum anderen die stattgefundene ‘Trockensubstanzzunahme 
auf einer normalen Weiterentwicklung des Mycels beruhte, miiBte auch 
im zweiten Stadium schon das Sinken der relativen P-Werte mit einer 
Ausscheidung von Phosphor erklart werden, die aus friiher angelegten 
Mycelteilen erfolgte. Wahrend nun aber im zweiten Stadium die mit 
der Anlage neuer Zellen neu aufgenommene Menge Phosphors bei 
weitem diejenige tibertraf, die aus alteren Zellen abgegeben wurde, 
vermochte der im dritten Stadium mit der Bildung jiingerer Hyphen 
verkniipfte Phosphorgewinn den Phosphorverlust aus ilteren Mycel- 
teilen nicht wettzumachen. Fanden wir im zweiten Stadium noch 
die vorherrschende Tendenz des Wachstums, Mycelien auf noch an- 
steigender Kurve im Entwicklungsgang, so schien im dritten Stadium 
dieser ProzeB infolge intrazellularer Zersetzung bereits auf absteigender 
Kurve begriffen. Danach wire anzunehmen, daf, je weiter sich das 
Mycel von seinem Optimum entfernt und je allgemeiner und inten- 
siver die Degeneration das Mycel erfaBt hat, um so relativ geringer 
auch sein Gehalt an Phosphorsiure ist. Unter dem ,,Optimum™ wire 
der Zeitpunkt zu verstehen, zu welchem sich bei einem bestimmten 
Gewicht der Trockensubstanz der ganze Verbrauch an Niaihrelementen 
im Ansatz dokumentiert, aber noch keine Degeneration eingesetzt hat. 
Wie sehr dieser Zeitpunkt, den wir kurz ,,Optimalpunkt“ nennen, 
unter den verschiedensten Kultarbedingungen verschieden friiher oder 
spiter eintreten kann, geht aus spiiter folgenden Versuchen hervor, 
ebenso, wie wir dort erst den eigentlichen Nachweis fiir die eben erwihnten 
Gedankenginge fiihren werden. 


4. Phosphorsdure und Sporenbildung. 

Durch das Sinken des relativen Phosphorsiurewertes bei den 
vorhergehenden Versuchen wird auch die Sporenbildung insofern be- 
leuchtet, als ein Mehrverbrauch an P,O, nicht stattfindet, sondern 
daB die hierfiir erforderliche P-Menge bereits mit aufgenommen gewesen 
sein muB. 

Wenn diese Annahme zu Recht bestehen wiirde, dann mubBte 
ein sporenloses, noch entwicklungskriaftiges, junges Mycel bei weiterer 
Vegetation auf einer phosphorfreien Niahrlésung nachtriglich zur 
Sporenbildung kommen. 

26* 
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Um dieser Frage naher zu treten, wurden drei Kulturen mit normaler 
Nahrlésung angesetzt (zwei mit Ammoniumsulfat, eine mit Kaliumnitrat 
als N-Quelle) und nach der Sterilisation im Thermostat bei 32° C aufgestellt. 
Nach 1 4 Tagen hatte sich bei allen Kulturen ein diinnes, rein weiBes, noch 
unvollkommen erstrecktes Mycel mit gréBeren und kleineren Liicken heran- 
gebildet, das inselartig auf der Kulturfliissigkeitsoberflache schwamm. 
Makroskopisch wie auch im vergréBerten Lupenbilde war keinerlei Sporen- 
bildung wahrnehmbar. Im sterilen Raume wurde nun unter diesen jungen 
Decken ohne ihre Oberflache zu benetzen, die Nahrlésung fortgegossen und 
die Mycelien wie die GefaBwainde mit kleinen Portionen sterilisierten 
Wassers abgewaschen, um sie darauf mit einer vorher sterilisierten reinen 
5proz. Rohrzuckerlésung zu unterschichten. 

Nach 2 Tagen zeigte sich, daB die zwar wenig mehr in den Umfang 
gewachsenen Mycelien jetzt aber ein zusammenhangendes Ganzes bildeten 
und die vorher schon vorhanden gewesenen Mycelpartien jetzt eine krusten- 
artig, wulstige Verdickung erfahren hatten. Alle diese alteren Teile bei 
simtlichen Kulturen waren mit zahlreichen groBen schwarzen Sporen dicht 
bestanden und umrahmten bis zu pfennigstiickgroBe, weiBe Mycelflecke, 
die nachtraglich auf der Zuckerlésung unter Ausfiillung der vorherigen 
freien Liicken entwickelt worden waren. Diese zeigten keine Sporenbildung, 
auch spaterhin nicht. Wie zu erwarten war, verliefen Aussaatversuche mit 
den unter den angefiihrten Umstinden erzeugten Sporen véllig normal. 

Es war nun noch denkbar, da8 bei diesen drei Mycelien schon Anfange 
der Conidientragerljildung in mikrgyskopischer Kleinheit vorhanden gewesen 
sein konnten, die makroskopisch und auch im starken Lupenbild nicht zu 
erkennen waren, sondern erst in Masse mit fortschreitender Vegetation 
augenfallig wurden. Demzufolge wurden zwei weitere Ammoniumsulfat - 
kulturen mit gleicher Vorbehandlung wie die beschriebenen an den ver- 
schiedensten Stellen mikroskopisch untersucht. Neben den viel diinneren 
gewohnlichen Hyphen zeigten sich dicke doppelwandige bis zu den mannig- 
fachsten Entwicklungsstufen gelangte Conidientriger. Die meisten waren 
noch im Wachsen begriffen und ihrer Lange nach noch nicht zu endgiiltiger 
GréBe gelangt. Andere hatten dieses Liangenwachstum bereits beendet 
und zeigten nun die seltsamsten Formen ihrer Spitzenendigungen, je nach 
der Héhe der Stufe, auf der sie im Begriffe standen, sich zu der definitiven 
kugeligen Blase auszugestalten. So fielen knopfartige Einschniirungen 
auf neben herzférmigen und keuligen Kopfstiicken. Zwei Kulturen des 
ersten Stadiums, die mit obigen beiden Kulturen zusammen untersucht 
wurden, wiesen ganz ahniiche Bilder auf. Hier fanden sich auch Conidien- 
trager mit schon oval ausgebildeter Kugel an der Spitze oder, wenn diese 
schon regelméBig rund waren, in einigen, allerdings recht vereinzelten 
Fallen in dem Stadium, in dem die ersten Anfiinge zu primiarer Sterigmen- 
bildung zu erkennen waren. Ausgebildete Sporen aber waren weder bei 
den ersten noch bei diesen beiden Kulturen zu finden. 


Wenn sich somit, unabhingig vom Substrat, auf der reinen, 
phosphorsiurefreien Zuckerlésung trotzdem die Sporen in reichlicher 
Menge nachtriiglich ausbilden konnten, so diirfen wir folgern, daB die 
Sporenbildung nicht zustande gekommen sein kann auf Kosten von 
P-Mengen, die zur endgiltigen Bewerkstelligung dieses Vorgangs aus 
dem Substrat erst noch aufgenommen werden, sondern daB sie vielmehr 
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aus dem Vorrat der Hyphen- bzw. Conidientragerzellen entstammen 
muBten, um dann an die Sporenbildungsstatten geschafft und in die 
Sporen transicciert zu werden. Wir hatten es hier also mit einem 
Transport des Phosphors zu tun, der wahrend der Zeit lebhaftesten 
jugendlichen Wachstums aufgenommen und in Gestalt der phosphor- 
haltigen organischen Verbindungen festgelegt worden ist. Da der 
Aufbau solcher Phosphorsiureverbindungen von der Zelle mit unter- 
schiedlicher Intensitat betrieben werden kann, geht aus spiteren Ver 
suchen hervor, wo bei phosphorarmen unter bestimmten Kultur- 
bedingungen gezogenen Mycelien auch die Sporenbildung gehemmt 
oder gar nicht zustande gekommen ist. 


Die Bewegung der Kerne oder Kernstoffe, die den phosphor- 
haltigen Anteil des spateren Sporeninhalts auszumachen bestimmt 
sind, setzt also schon sehr bald nach der Anlage der jungen Zellen ein. 
Wahrend nun im weiteren Verlauf des Mycelwachstums mit dem 
auBerlich wahrnehmbaren Fortschreiten der Sporenbildung diese Kern- 
stoffe durch basipetales Ubertreten in die als Schlie8sporangium an- 
zusehende Conidie vor der Zersetzung bewahrt und erhalten bleiben, 
erfahren andere P-haltige Verbindungen organischer Art eine mehr 
oder weniger tiefgreifende Verinderung durch Zertriimmerung der 
Komplexe, indem der Phosphor aus ihnen allmahlich und bis zu einem 
gewissen Grade abgespalten, anderweitig verwandt oder schlieBlich 
aus dem Organismus der Zelle ausgeschieden wird (s. dazu die weiter 
unten 8.394 folgenden Versuche). Die Erklirung der innerphysio- 
logischen Vorgiinge in dieser Weise wiirde dann auch im Vergleich der 
prozentualen P-Werte der drei Wachstumsstadien untereinander eine 
Stiitze finden, wo im dritten Stadium mit dem Fortschreiten des Mycel- 
wachstums die Weiterentwicklung der Sporen bis zu ausgeprigter 
Sporendecke stattgefunden hat, der relative Phosphorgehalt tiber das 
zweite zum dritten Stadium aber deutlich abgesunken ist. 


Wenn vorweggenommen wurde, da Mycelien aus spateren Ver- 
suchen mit sehr geringem P-Gehalt keine Sporenbildung zeigten, so 
sei als Gegenteil hierzu auf die friiher besprochenen Kulturen der 
Tabellen Il? und g zuriickgegriffen. - Unter Einwirkung der auBeren 
anormalen Substratverhaltnisse wurden wahrscheinlich hier gleich im 
Anfang groBe Mengen an organischen Phosphorverbindungen und 
Kernsubstanz gebildet, die bei der sehr zeitig einsetzenden und auf- 
fallend schnell um sich greifenden Massenbildung von kleinen Sporen 
zum gréBten Teil in diesen Magazinen deponiert wurden und so zur Zeit 
der Unterbrechung erhalten geblieben sind, so daB lediglich der Um- 
stand der Lokalisation die hohe P-Menge bei diesen Mycelien bedingt 


zu haben scheint 
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In diesem Zusammenhang sei noch eine kurze Betrachtung an- 
gekniipft iber das nachtriglich erfolgte Wachstum der Mycelien auf 
der von anderen Nahrstoffen freien Zuckerlésung. Die Zunahme muB 
hier in erster Linie unter Verbrauch dieses Nahrmaterials auf die 
Bildung tiberwiegend kohlehydrathaltiger Zellanteile zuriickzufiihren 
sein, eine Erscheinung, die unter dem Begriff der Membranausgestaltung 
bzw. eines sekundiren Ansatzes auch fiir das beginnende Sinken der 
relativen P-Zahl im zweiten Entwicklungsstadium mit in Riicksicht 
gezogen worden war. Da, wo durch nachtrigliche Ausfillung der 
Mycelliicken ein Neuwachstum ganzer Zellen zu konstatieren war, 
kann die Versorgung mit den erforderlichen iibrigen Nahrstoffen aus 
den Nahrlésungsresten gedeckt sein, die sich noch zwischen den Hyphen 
festgehalten befanden; zudem wissen wir aber, daB jede lebende Zelle 
zur Fortleitung von Nahrstoffen befihigt ist und daher diese Neu- 
bildung zustande gekommen sein kann mit Hilfe der Elemente, die den 
Nachbarzellen entrissen sind. 

Wenn aber diese Flecken keine Sporen gebildet hatten, so geht 
daraus hervor, daB sich der Ernahrungszustand der zuletzt ausgebildeten 
Mycelkomplexe von den friiheren unterschiedlich verhielt, so daB z. B. 
die Menge des aus ilteren Hyphen entnommenen Phosphors zwar zu 
einer yewissen Weiterentwicklung befahigte, vielleicht aber nicht in 
dem MaBe vorhanden war, um zu einer Sporenbildung auszureichen. 

Ohne Phosphor ist keine Sporenbildung méglich; vielmehr ist es 
einzusehen, und dieses zeigt auch das erste Wachstumsstadium, daB 
die Ernahrung der Hyphenzelle mit den erforderlichen Nahrstoffen, 
vor allem auch mit P, in entsprechender Menge von vornherein gewahr- 
leistet sein muB, wenn sie den phosphorhaltigen Anteil ihres bzw. 
des Sporeninhalts zu bilden imstande sein soll. 


5. Phosphorverminderung und Phosphorerkretion. 

Bei der Betrachtung der Mycelien des zweiten und dritten Wachs- 
tumsstadiums hatte sich gezeigt, daB die alleinige Beobachtung auBerer 
Merkmale bei der Unterbrechung die Zeit des Wachstums, den Grad 
des Fortschritts der Entwicklung und die Wachstumsintensitat zu 
ungeniigend beriicksichtigte, um zugleich auch den Phosphorstoff- 
wechsel in ein klares Licht geriickt zu sehen. Um diesem naher zu 
kommen, war es notwendig, die Kulturen bei einer konstanten Optimal- 
temperatur zu ziehen und mehrere Parallelen gleichen Entwicklungs- 
grades zu jeder Gruppe zur Verfiigung zu haben. Bei den so gewonnenen 
Kulturen war dann weiter erforderlich, neben dem Trockengewicht 
und der Bestimmung des Phosphorkonsums auch den des Stickstoffs 
zu beobachten. 
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Eine hierfiir gewahlte gréBere Anzahl '%,-Liter-Kolben von aus- 
gesuchter GleichmaBigkeit in der GréBe, mit 200 cem normaler Ammonium- 
sulfatnahrlésung beschickt, standen nach der Sterilisation und Beimpfung 
im Thermostaten bei 30 bis 32°C. Die Unterbrechung erfolgte mit 1 Tag 
Zwischenraum. 

Bei allen Kulturen war am Abend des ersten Tages bereits ein deutliches 
Keimen zu beobachten, so da8 mit fortschreitendem Wachstum am Ende 
des dritten Tages ein mittleres Gewicht von 1,019g erreicht wurde. Decken 
iiber ganzer Kulturfliissigkeitsoberflache geschlossen, gesundes, normales 
Aussehen mit Anfangen erster Sporenbildung. 

Am fiinften Tage wurde das Wachstumsoptimum erreicht. Decken 
reich gefaltelt, normal, mit Conidien versehen. 

Vom fiinften iiber den siebenten zum neunten Tag zeigten die Kulturen 
geringe Abnahme im Trockengewicht, intensiv ausgebildete Sporendecke 
und gelblich gefarbte Nahrlésung (Tabelle IV). 

Der Ubersicht halber wurden hier wie auch spiterhin die zahlreichen 
Parallelkulturen jeder Versuchsgruppe nicht im einzelnen aufgefiihrt, 
sondern lediglich die Mittelwerte der gewonnenen Resultate zusammen- 
vestellt. 

Tabelle 1V. 





P,O »Os pro Si N pro g , 
Alter Gewicht ton Myicel me 3A N im Mycel —- PaO, 208 
Tage g mg mg mg mg 
Mittel 3 1,019 26,818 26,47 48.876 47,96 1811 
° 5 1,446 32,714 22.63 65.959 45,59 2,014 
2 7 1,389 30,431 21,90 62,703 45,14 2,061 
2 9 1,330 25,108 | 18,90 57,473 43,21 2,286 


Auch hier wieder finden wir bei den jiingsten Mycelien die prozentisch 
héchste Phosphorsiiuremenge vor. Wiahrend der nichsten 2 Tage, in denen 
das Héchstgewicht erreicht wird, steigt die absolute Phosphorsiuremenge 
zwar noch, ist aber relativ auf 2,26 Proz. gesunken. Héchsttrockengewicht 
fallt also nicht auch mit héchster Menge dieses Aschenbestandteiles zu- 
sammen; indem sich zu diesem Zeitpunkt das Mycel noch um etwa die 
Hialfte vermehrt hat, bleibt der absolute Phosphorgehalt stark zuriick; 
auf die neugebildete Substanzmenge wiirden nur etwa 6mg P,O,; mehr 
entfallen. Analog der Uberlegung bei den Wachstumsstadien wire nun 
anzunehmen, daB es sich entweder wieder um eine Trockensubstanzzunahme 
lediglich auf Kosten von Kohlenhydraten handelt, oder aber die Neubildung 
von Zellen unter P-Aufnahme ist in normaler Weise weiter fortgeschritten, 
wihrend aus den dlteren Hyphen bereits P in starkem MaBe verausgabt 
worden ist. Dieser letztere ProzeB tritt nun bei Gegeniiberstellung der 
5 und 9 Tage alten Mycelien deutlich in den Vordergrund, indem bei einem 
Stillstand des Wachstums, sei es aus widrig gewordenen Substratverhalt- 
nissen, sei es aus Raummangel, keine Neuproduktion von Zellen mehr 
stattfindet. Am neunten Tage ist der P,O;-Gehalt um 23,25 Proz. gefallen, 
womit eine erhebliche Phosphorséureausscheidung aus den Mycelzellen 
bewiesen wire. Betrachten wir den urspriinglichen relativen P,O,-Gehalt 
(der 3 Tage alten Kulturen), so finden wir diesen am neunten Tage um 
28,6 Proz. vermindert. Die Temperatur zeigt sich bei diesen Versuchen, 
verglichen mit den bei Zimmertemperatur von keinem EinfluB, auBer 
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daB lediglich der ganze ProzeB in bezug auf den Phosphorstoffwechsel 
beschleunigter ist als bei Zimmertemperatur. 

In ganz ahnlicher Weise vollizieht sich nun auch der Stoffwechse! des 
Stickstoffs. Beim Vergleich des absoluten Gehalts der Mycelien am fiinften 
Tage mit denen des neunten ist hier ein Verlust von 12,87 Proz. eingetreten, 
wahrend die prozentische N-Menge des dritten Tages um 9,904 Proz. ge- 
sunken ist. In beiden Fallen also weniger als beim Phosphor, woraus sich 
ergibt, daB der Stickstoff von der Zelle fester gehalten wird und in geringerem 
MaBe der Ausscheidung unterliegt. Das Verhiltnis P,O;: N verschiebt 
und erweitert sich demgema&B im Laufe der Entwicklung zuungunsten des P, 
ganz ahnlich wie dies schon bei den Mycelien der drei Wachstumsstadien 
festgestellt worden war. 

DaB es sich nicht etwa um Versuchsfehler, sondern um eine tatsachliche 
absolute Phosphorsiiureabnahme handelt, zeigen die absoluten Differenzen 
vom neunten zum fiinften Tage, die mit ihren wahrscheinlichen Schwan- 
kungen in nachfolgender Ubersicht wiedergegeben sind. 


Gesamt-P nach 5 Tagen ... .. . 32,71 + 0,32 

—_ Sh ee sy eee a eee 

7,60 + 0,53 

Differenz = 14,3fache der wahrscheinlichen Schwankung. 
Gesamt-N nach 5Tagen .... . . 65,96 + 1,00 

> sek es = = wee 2 Ose 


8,49 + 1,40 

Ditferenz = 6,lfache der wahrsckeiniichen Schwankung. 

In ‘beiden Fiillen liegt also die Differenz weit iiber der zugehérigen, 
nach dem Fehlerfortpflanzungsgesetz aus den Differenzen der Einzelwerte 
berechneten wahrscheinlichen Schwankung; sie betragt bei Phosphorsaure 
das 14,3-, bei Stickstoff das 6,lfache derselben. 

Zwischen dem Stickstoff- und Phosphorwechsel besteht also eine 
Analogie. Beide Elemente zeigen in den jugendlichen Entwicklungs- 
stadien prozentisch den héchsten Wert, bei beiden vermindert er sich 
ungeachtet der weiteren Trockensubstanzzunahme, bei beiden ver- 
mindert sich auch der absolute Gehalt an beiden Elementen, die also 
aus alteren Mycelteilchen exkretiert werden. 

Einen dhnlichen Prozentgehalt an P wie hier bei den neuntagigen 
Kulturen fanden wir auch bei den alteren Mycelien der Tabelle IT und ITI, 
wenn auch wegen der niedrigeren Kulturtemperatur (20°) nach langerer 
Kulturdauer. 

Auch die Verschiedenheit der N-Quellen hatte auf diesen Gehalt alterer 
Mycelien keinen EinfluB gehabt; wahrend wir allerdings (Tabelle II f, g) 
bei Erhéhung der N-Gabe und einfacher Phosphorsiuregabe eine Erhéhung 
der absoluten und relativen Phosphorsiureaufnahme gefunden hatten; 
dagegen zeigten wieder zweifache N- und zweifache P-Gabe das normale Bild 
(Tab. Ile). 

Bei neuen Versuchen mit einfacher N- und doppelter, halber und 
viertel P-Gabe (Tabellen Va, b, c) zeigten sich wiederum ganz normale 
Werte. 
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Tabelle Va. Zweifache P-Gabe. 





P.O, pro N 
— P.O oe |. oe 6 
Alter Gewicht im Mycel | Tesdien- Nim Mycel ——- P20s Ly 
Tage mg mg ing mg 
Mittel 3 0,921 24,852 26,95 44.273 48,03 1,782 
Pa 9 1,200 20,837 17,84 51,087 43,96 2,464 
Tabelle Vb. +), P-Gabe. 
Mittel 3 1,041 26,816 25,88 49,132 47,32 1,828 
“ 1,154 20,592 18,12 50,661 44,09 2,433 
Tabelle Ve. */, P-Gabe. 
Mittel 3 0,711 17,771 24.97 34,576 48,37 1,937 
9 0,760 15,242 20,15 34,349 45,16 2,241 


Da bei einfacher P-Gabe noch ein groBer Teil der gereichten 
Phosphorsiuremenge ungenutzt geblieben war, d. h. sich stets P in 
der Nahrlésung im Uberschu8 befunden hatte, war es bei der Ver- 
doppelung der P-Gabe (Tabelle Va) nicht zu verwundern, daB der 
Pilz nicht weiter darauf reagierte und nicht zu einem Luxuskonsum 
schritt. Auch bei der Halfte der P-Gabe (Tabelle Vb), einer Menge, 
die immer noch zu normaler Entwicklung véllig ausreichte, zeigte sich 
keine Besondervheit. In beiden Kulturgruppen glichen die Mycelien 
ganz denen, die bei normaler P-Konzentration gewachsen waren, auch 
in bezug auf den P- und N-Stoffwechsel. 

Um so mehr muBte es daher interessieren, wie sich der Pilz ver- 
halten wiirde, wenn, unter Beibehaltung aller iibrigen Kulturverhaltnisse, 
mit der Phosphorgabe so weit herabgegangen wiirde, daB ein Mangel 
an diesem Nahrfaktor bestand. 

Nur ein Viertel der normalen P,O;-Menge mit 19,48 mg P,O,; pro 
200 cem normaler Ammoniumsulfatnéhrlésung wurde zu diesem Zwecke 
verabreicht. Nach Keimung der Sporen schritt die Entwicklung allgemein 
langsamer fort, als dies friiher beobachtet wurde. Am dritten Tage hatten 
sich aber doch Decken herangebildet, die, wenn auch diinn, die ganze 
Oberfliche der Kulturfliissigkeit liickenlos iiberspannten. Sie zeigten ein 
gesundes normales AuBere, waren von schéner GleichmaBigkeit in bezug 
auf Faltelung und erste Sporenbildung, wie auch die Parallelkulturen bei 
Feststellung der Trockensubstanzmenge sehr gute Ubereinstimmung in 
den Gewichten aufwiesen. 

Die Reduzierung der Phosphorgabe hatte lediglich, wie aus 
Tabelle Ve hervorgeht, auf die Entwicklung der Trockensubstanz 
einen EinfluB ausgetibt. Phosphor- und Stickstoffkonsum aber hatten 
keinerlei Verinderung erfahren. Aus der Kulturfliissigkeit war nach 
3 Tagen der Phosphor fast restlos aufgenommen worden; eine Analyse 
der Gesamtnihrfliissigkeit des schwersten Mycels dieser Gruppe zeigte 
einen ganz minimalen Niederschlag mit Molybdan. Da zwei im Gewicht 

i 
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etwas geringere Mycelien absolut und relativ mehr Phosphor enthielten, 
konnte es sich bei dem geringen restlichen Teil P,O, in der Nahrlésung 
obiger Kultur um bereits vom Mycel wieder ausgeschiedenen Phosphor 
handeln, wie denn auch das nach dem dritten Tage noch zu konsta- 
tierende Wachstum auf Kosten desjenigen Phosphors erfolgen konnte, 
der durch die Abgabe aus ilteren Hyphenzellen allmahlich wieder 
disponibel wurde. Damit wire es auch zu erklaren, daB wir am neunten 
Tage den absoluten P,O;-Gehalt noch auf ungefihr der gleichen Stufe 
des urspriinglichen finden. 


6. Phosphorjormen. 

Im Verfolg des Phosphorstoffwechsels interessierte nun die Frage, 
in welcher Form dieses Element, nachdem es gewisse Funktionen im 
Organismus verrichtet hatte, von den Hyphenzellen an die Nahrlésung 
wieder zuriickerstattet wurde. In welcher Form der assimilierte Stick- 
stoff bei der Degeneration wieder in die Kulturfliissigkeit zuriickkehrt, 
ist schon von verschiedenen Autoren gepriift worden. So fand Water- 
mann') als normales Stoffwechselprodukt Ammoniak. Brenners*) 
Untersuchungen an Aspergillus unter Verwendung’ verschiedener 
organischer und anorganischer N-Quellen zeigte ebenfalls NH, als 
Hauptstoffwechselprodukt, daneben organischen N. 

So wurde dann die Kulturfliissigkeit, speziell der Kulturen, die auf 
eine Ausscheidung schlieBen lieBen, naher untersucht. Die Nahrlésung 
wurde sorgfailtig quantitativ gewonnen und getrennt nach verschiedenen 
Methoden analysiert. Und zwar wurde der eine Teil regular mit H,SO, 
und HNO, verascht und in der Lésung der Gesamtphosphor mit Molybdan 
gefallt, wahrend der andere Teil nach der Fallung mit Magnesiamixtur zur 
Priifung auf anorganischen Phosphor diente; die Differenz wiirde den in 
organischer Bindung vorliegenden nicht mit Magnesiamixtur fallbaren 
Phosphoranteil angeben. Die Resultate dieser Untersuchung sind in 
Tabelle VIa und Vie aufgefiihrt. 


Tabelle Via. 


Vergleichsanalysen zwischen Veraschungs- und Magnesiamethode 
in der Kulturfliissigkeit. 





P, Os nach P.O; im 

P, Os nach _ : 
Bezeichnung der Kultur Mycelgewicht Vaewihens Magnesium date 

& mg mg mg 
1,368 51,038 49,770 27,008 
; . 1,261 55,790 54,524 24,219 
Wachstumsstadium ITT | 1,008 56,109 56.742 20,922 
1,232 53,890 51,354 26,248 


1) Zitiert S. 373. 
2) W. Brenner, Centralbl. f. Bakt., II. Abt., 40, 555, 1914. 
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Tabelle VIb. 
Vergleichsanalysen zwischen Veraschungs- und Magnesiamethode. 
(Letztere unsterilisiert und nicht eingedampft.) 





ee P.O; nach P.O; im 
Bezeichnung der Kultur Mycelgewicht Veraschung ; aihete olan 
& mg mg mg 
Wachstumsstadium II, 

Kultur Nr.5 .... 1,319 49450 (| 47,868 29.671 
Wachstumsstadium ITI, 

Kultur Nr.6 .... 1,404 51,354 50,087 26,628 
Wachstumsstadium ITI, 

Kultur Nr.4.... 1,280 52,305 52,623 27,389 
Alter 9 Tage, Kultur 

Nr. 15 (Tab. 4)... 1,387 54.841 52,940 23,775 


Bemerkung: Bestimmungen wurden ausgefiihrt in je 200 cem der 
auf 500 cem aufgefiillten Kulturfliissigkeit. 


Tabelle Vic. 


Kulturen aus verschiedenen Gruppen. 
Nach Magnesiamethode und nach vorausgegangener Veraschung. 





2 Os 
Mycel- P, Os nach + Amd P.O; im 
Bezeichnung der Kultur Alter gewicht Veraschung methode Mycel 
Tage 8 mg mg mg 


Tabelle 5 Vol. 200, 

1-Liter-Kolben, nor- 

male Konzentration . 9 1,939 64,034 63,400 14,836 
Tabelle XIII, Vol. 100, 

'/,-Liter-Kolben, nor- 

male Konzentration . 9 1,394 34,553 32,651 6,467 
Tabelle VII, Vol. 200, 

‘/,-Liter-Kolben, nor- 

male Konzentration . 9 | 1,612 61,181 59.913 17,752 


Die Ergebnisse nach der Veraschungsmethode fielen fast immer etwas 
héher aus als die mit Magnesiamixtur, so daB es zunichst den Anschein 
erweckte, daB wir es hier mit organischem Phosphor zu tun hatten, wenn 
nicht dagegen sprach, da8 ungeachtet der verschiedenen zur Analyse heran- 
gezogenen Kulturen die auftretenden Differenzen doch in gewissen Grenzen 
die gleichen blieben. Es wurde deswegen zunichst eine ungeimpfte normale 
Kulturfliissigkeit nach diesen beiden Methoden analysiert, und es stellte sich 
heraus, daB auch hier das Resultat nach der Magnesiamethode etwas 
geringer ausfiel als das andere. Die vorgefundenen Differenzen durften 
wir somit nicht auf das Konto organischen Phosphors setzen, sondern 
betrachteten sie als eine ann&hernd konstante FehlergréBe. 

Es war nun noch denkbar, daB die vielleicht vorhandene sehr labile 
anwesende organische Phosphorverbindung in dem nach der Magnesia- 
methode behandelten Teil durch das Einengen der Kulturfliissigkeit zerstért 
war, das vorgenommen wurde, um den Phosphor hier in einer gréBeren 
Konzentration fallen zu kénnen. Es wurden daher Versuche wiederholt, in 
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denen ohne vorheriges Eindampfen der Phosphor direkt gefallt wurde; 
doch zeigte sich auch hierbei dasselbe. 

Ein Grund nachtraglicher Veranderung konnte nun noch weiter in der 
Erhitzung durch die Sterilisation zu suchen sein, der die Kulturfliissigkeit 
gleich nach dem Gewinnen unterworfen wurde, sofern eine sofortige Ver- 
arbeitung nicht méglich war; doch auch unter Vermeidung dieses Umstandes 
wurden keine anderen Ergebnisse gewonnen (s. Tabelle VIb). 

Wenngleich noch die Méglichkeit bestand, daB auch der bei manchen 
Kulturen erhebliche Sauregrad auf den labilen Kérper schon wahrend 
der Kulturzeit verindernd eingewirkt haben kénnte, und betont werden 
muB, daB wir in der Magnesiamethode keine Identitatsfallung rein 
anorganischen Phosphors erblicken diirfen, so kann man es trotzdem 
wohl zu groBer Wahrscheinlichkeit machen, daB, wenn nicht tiberhaupt 
aller, so doch jedenfalls der gréfte Teil des Phosphors in anorganischer 
Form, und zwar als Phosphorsiure bzw. Phosphat wieder in der Nahr- 
lésung erscheint (vgl. Tab. Vic mit den dort angegebenen Tabellen). 


7. Volumen-, Oberfldchen- und Konzentrationsverdnderungen. 


Die weiteren Untersuchungen in Verfolg der Phosphorstoffwechsel- 
frage hatten nun zum Gegenstand, die Einfliisse zu studieren, die sich 
méglicherweise mit Veranderung zuniichst der OberfldachengréBe der 
Nahrlésung ergében konnte. 

Zu diesem Zwecke wurden gleichmaBige 250-cem-Kolben mit der 
normalen Ammoniumsulfatnaihrlésung beschickt, sterilisiert und in der 
friiher angegebenen Weise geimpft und wieder bei 30 bis 32°C im 
Thermostaten aufgestellt, ein Teil der Kulturen zur Untersuchung im 
jugendlichen Wachstumsstadium (3 Tage), der Rest fiir ein Alteres 
Stadium mit 9 Tagen bestimmt. 

Mit Verwendung der kleinen KolbengréBe wurde bei 200 cem Nahrlésung 
ein hohes Fliissigkeitsniveau mit stark verringerter Oberfliche erreicht. die 
der Mycelentwicklung in der Breite sehr bald entgegen stehen muBte. Der 
Pilz entwickelte sich unter diesen Umstiinden zunachst langsam; am Ende 
des dritten Tages hatten aber doch alle Kulturen iiber der Oberflache eine 
vollig gesunde, gut zusammenhiangende, leicht gefaltelte Decke aufzuweisen, 
die bereits iiberall Sporenbildung zeigte. Ein mittleres Trockengewicht von 
0,879 g¢ ergab sich aus sieben Parallelkulturen (Tabelle VIT). 





Tabelle VII. 
',-Liter-Kolben, 200 Volumen normale Nahrlésung. 

| PsOs pro g 

Alter Gewicht P,O;imMycel| Trocken- 
substanz 

Tage g mg mg 

Mittel 3 0,879 22,924 26,17 
; = 2,143 25,738 12,04 
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Beziiglich des Phosphorkonsums zeigte sich bei den Mycelien dieser 
Gruppe zuniachst nichts Abweichendes von der bisher kennengelernten 
Norm gleicher Altersstadien; hier wie dort treffen wir auf annihernd die- 
selben Werte fiir den relativen P,O;-Gehalt. 

’ Ein anderes Bild ergab sich jedoch nach 9 Tagen, bis zu welcher Zeit 
die Mycelien in ihrem Wachstum schon aéuBerlich eine auffallende Ver- 
anderung erkennen lieBen. Die iiberaus kraftig entwickelten, festen und 
reichlich auf der Oberflache gefaltelten Mycelkuchen, die bei allen Kulturen 
eine gute Conidiendecke aufwiesen, waren in Gestalt stark gekréseartiger 
Fortsatze tief in die Kulturfliissigkeit hineingewuchert, so daB das ganze 
Gebilde ein korallenartiges Aussehen angenommen hatte. Hier iiberstieg 
die Trockensubstanz das jiingere Material um das Doppelte und im einzelnen 
: um das Dreifache, wohingegen der Mehrverbrauch an Phosphor auBer- 
: ordentlich gering geblieben war. Auf 1,264g neu gebildeter trockener 
Pilzmasse (als Mittel von sechs Parallelkulturen) wiirden rund 3 mg P,O,, 
also nur etwa ein Achtel der urspriinglich zum Aufbau verwandten Menge 
entfallen. 

Der Pilz hatte sich zunaichst unbeschadet der kleinen Oberfliche und 
des hohen Na&hrfliissigkeitsniveaus ohne Abweichung in bezug auf den 
Phosphorkonsum im jugendlichen Stadium langsam entwickelt. Bei dem 
spiiter aber noch stattgefundenen sehr betriachtlichen Neuzuwachs (bei 
den schwersten Mycelien dieser Gruppe, 2,438, 2,242, 2,512 g, schwankte 
/ der Zuckergehalt der Nahrlésung zwischen 2,02 bis 2,86 g) hat sich diese 
Neubildung vornehmlich wieder auf Kosten von Kohlehydraten oder 
anderer 'kohlenstoffhaltiger phosphorsaurefreier Zellsubstanzen vollzogen, 
wobei auch der Umstand zu beriicksichtigen ist, daB gleichzeitig eine starke 
Ausscheidung von Phosphorsiure aus alteren Mycelteilen beteiligt war; 
in welchem Mae jedoch la8t sich aus vorliegenden Analysenergebnissen 
nicht ersehen. 

Unter Beibehaltung der '%4-Liter-Kulturkolben wurde nun eine Ver- 
suchsreihe angestellt, bei der das Gesamtvolumen der Nahrfliissigkeit auf die 
Hialfte herabgesetzt wurde. 

Die Kolben bekamen 100 ccm der normalen Ammoniumsulfatnahr- 
lésung und standen nach erfolgter Sterilisation und Impfung bei 30 bis 
32°C im Thermostaten. Die Unterbrechung erfolgte am dritten, siebenten 
und neunten Tage. Die aus zahlreichen Parallelkulturen erhaltenen Mittel- 
zahlen sind in Tabelle VIII aufgenommen. 


Tabelle VIII. 
\,-Liter-Kolben, 100 Volumen, 5 Proz. Zucker. 








em 





2 Os »C N pro g . 

Alter Gewicht a Pa Os prog Nim Mycel Slee | Pp s :N 
Tage g mg mg mg mg s 
Mittel 3 1,251 27,737 | 22,19 (54,663 43,52 1,954 
eo 9 1,638 26,806 | 16,37 65,884 40,23 2,458 
oe 1,709 19,248 | 11,26 (58,658 34,05 3,044 


Schon im Verlauf der ersten Tage zeigte sich, daB die Entwicklung 
bei allen Kulturen schneller vorwirts schritt als dies bei vorhergehender 
Gruppe beobachtet wurde. Am Ende des dritten Tages wurde bereits 
ein mittleres Gewicht von 1,251 g erreicht. 
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Mit dieser schneller erfolgten Trockensubstanzproduktion war nun, 
was den Phosphorverbrauch anbelangte, eine geringere relative Ver- 
konsumierung parallel gegangen, jedenfalls zeigt der in diesem jungen 
Material anwesende Phosphorsiuregehalt einen deutlich geringeren relativen 
Wert, als bei den 1%4-Liter-Kulturen mit 200 ccem Kulturfliissigkeit. 

Da mit dem siebenten Tage Zuckermangel eintrat (es waren nur mehr 
Spuren von Zucker nachweisbar, Acidititsgrad 12,43), war bei den im 
iibrigen fiir das Wachstum des Pilzes hier recht giinstig getroffenen All- 
gemeinbedingungen damit der Weiterentwicklung im wesentlichen ein 
Ziel gesetzt. Der Befund der 9 Tage alten Kulturen war ahnlich dem der 
gleichaltrigen aus vorheriger Gruppe: véllig weiBe Decken, dick, fest, mit 
ebenfalls gekréseartigen Fortsitzen, in die tieferen Schichten der Nahrlésung 
Sporenbildung unregelmaéBig, im ganzen gering. 

Wenn beziiglich des Phosphorschicksals bei den Erscheinungen der 
vorhergehenden Versuchsgruppe erértert wurde, daB die dort besprochenen 
Vorgiinge nebeneinander verlaufend gemeinsam die Verminderung des 
prozentischen P,O,-Gehalts beeinflussen kénnten, so lassen an Hand 
vorliegender Ergebnisse diese Vorginge hier eine gewisse Differenzierung 
erkennen, Verfolgt man die Entwicklung bis zum siebenten Tage, so ginge 
aus dem Verhalten der absoluten P,O;-Menge hervor, da3 bei stattgefundener 
Gewichtszunahme ein Mehrkonsum an P,O; nicht eingetreten war. Inwie- 
weit hierbei eine vorwiegende Vermehrung kohlehydrathaltiger Zellanteile 
in Frage kommt, muB zunichst dahingestellt bleiben. DaB jedoch ein solcher 
Vorgang nicht allein statthat, sondern begleitet wird von dem anderen 
ProzeB der gleichzeitigen P-Abgabe aus alteren Hyphenkomplexen, tritt 
hier mit dem Zeitpunkt in\die Erscheinung, wo, infolge der nur mehr un- 
wesentlichen Trockensubstanzzunahme, mit dem Sinken der absoluten 
P,O;-Werte der ProzeB der Phosphorausscheidung stirker in den Vorder- 
grund geriickt ist. 

Dies ist der Fall nach dem siebenten Tage, und zwar in einer Weise, 
daB wir die Mycelien betreffs ihres prozentischen P,O;-Gehalts am Ende 
des neunten Tages auf derselben Stufe erkennen, auf der auch die Kulturen 
der 200-Volumen-Gruppe (Tabelle VII) bei gleichem Alter standen. 

Mit einem verminderten P,O,;-Gehalt bei den drei Kulturen wurde 
auch eine geringere N-Menge als es bei jungem gleichaltrigen Pilzmaterial 
bisher beobachtet wurde, festgestellt. Nach 9 Tagen finden wir sie in beiden 
Versuchsgruppen (Tabelle VII und VIII) ebenfalls auf annihernd gleicher 
Stufe'). Eine gewisse Analogie im Schicksal dieser beiden Elemente tritt 
also auch hier wieder mit der schon friiher hervorgehobenen Einschriankung 
zutage, daB unter den jeweiligen Versuchsbedingungen die Wandelbarkeit 
des Stickstoffs geringeren Schwankungen unterworfen ist, als die des 
Phosphors. Beim Zellaufbau erklirlicherweise in gréBerer Menge verwandt, 
wird hierbei der Stickstoff in Verbindungen festgelegt, aus denen er, ent- 
gegen der Phosphorsiure, in weniger starkem MaBe zur Abspaltung und 
Ausscheidung gelangt. Dies geht sowohl aus den vorliegenden absoluten 
Werten hervor, wie auch aus dem Koeffizienten Phosphorsaure zu Stickstoff 


1) Das offene Klammernzeichen vor dem absoluten N-Wert besagt, 
daB hier nur ein Teil der auf P analysierten Parallelkulturen auch fiir die 
N-Bestimmung herangezogen wurde. Das Verhaltnis P,O;: N wurde in 
diesem Falle aus der Summe der Kulturen als Mittel berechnet, von denen 
die relativen GréBen beider Elemente vorlagen. 
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im Verlauf der verschiedenen Wachstumszeiten, in denen sich dieser von 
1: 1,954 tiber 1: 2,458 zu 3,044 erweitert. Wenn nun die Mycelien bei halben 
Nahrstoffvolumen und vergréBerter Oberflaiche von Anfang an eine schnellere 
Entwicklung erkennen lieBen, indem sie am dritten Tage bereits ein gréBeres 
Gewicht erreichten und ebenso schon mit einem 9 Tagegewicht von 1,709 g 
die gleiche prozentische P,O;-Gehaltsstufe aufwiesen wie die 2-g-Mycelien 
der Tabelle VII, so ist wahrscheinlich, daB schon die im Jugendstadium 
der Decken festgestellten Abweichungen des Phosphorkonsums auf eine 
Unterschiedlichkeit im Ablauf des Entwicklungsganges zuriickzufiihren 
sind. In der letzten Gruppe hatte eine Beschleunigung des gesamten 
Wachstumsprozesses stattgefunden, wodurch zugleich auch eine Beschleuni- 
gung im ganzen Stoffwechsel veranlaBbt wurde. DaB hier dem am siebenten 
Tage eingetretenen Zuckermangel bei der Phosphorausscheidung keine 
Bedeutung zukommt, geht daraus hervor, daB bei den schweren 9-Tage- 
Mveelien (Tabelle VII) noch rund 20 Proz. der gegebenen Zuckermenge 
unverbraucht gelassen wurde. 

Wenn wir nun die Ergebnisse der Versuchsgruppen VII und VIII direkt 
miteinander in Vergleich stellten, so darf nicht unberiicksichtigt bleiben, 
daB wir neben Oberflache und Volumen zugleich noch einen dritten Faktor 
geiindert hatten, nimlich die absolute Niahrstoffmenge, die ja mit dem 
Gesamtfliissigkeitsvolumen ebenfalls auf die Halfte reduziert worden war. 
Dies letztere wurde in einer neuen Versuchsserie dadurch ausgeschaltet, 
daB in 100cem Niahrfliissigkeitsvolumen die Nahrstoffmenge auf das 
Doppelte erginzt wurde. Unter sonst gleichen Verhialtnissen mit Gruppe VIII 
konnte somit lediglich der EinfluB der verinderten Konzentration auf den 
Phosphorstoffwe*hsel beobachtet werden, deren Resultate in Tabelle LX 
aufgenommen sind. 


Tabelle 1X. 





P, Os pro g 


Alter Gewicht P.O; im Mycel Trockensubstanz Aciditit Zucker 
Tage g my mg 
Mittel 3 0.3817 17,340 21,24 
9 1) 0,804 15,977 19.87 25,71 6,27 
2) 1,253 22.443 17,91 30,36 4.54 
3) 1,795 22,697 12,64 33,93 2,7 
4) 2,238 14,962 6,69 
Mittel 1,523 19,020 14,28 


Mit der Verabreichung einer in bestimmten Grenzen zu haltenden 
gréBeren Nahrstoffquantitat im gleichen Volumen wurde erwartet, daB die 
Erscheinung einer schnelleren Substanzproduktion, wie sie sich durch 
VergréBerung der Oberflache in Gruppe VIII gezeigt hatte, noch weiter in 
den Vordergrund riicken wiirde. indem angenommen werden durfte, daB 
dieser Vermehrung der allgemeinen Nahrstoffmenge auch eine intensivere 
Wachstumstatigkeit von Anfang an folgen wiirde. Dies war jedoch nicht 
eingetreten, vielmehr machte sich ein hemmender Einflu®8 dieser héheren 
Konzentration schon in der Verzégerung des Sporenkeimungsprozesses 
bemerkbar. 

Obwohl nun das Mycelgewicht hinter dem der Gruppe VIII zuriick 
geblieben war, lieB sich ein Unterschied im Phosphorkonsum bei diesem jungen 
Pilzmaterial nicht konstatieren, jedoch zeigte sich der Einflu®B der héheren 
Konzentration bei den 9 Tage alten Decken in einer ganz wesentlichen 
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Abweichung ihrer Gewichte voneinander. Die Fahigkeit der Adaption an 
das Nahrmedium bzw. der Uberwindung wachstumshemmender Stoffwechsel- 
produkte gelangte bei den 9 Tage alten Kulturen, die im einzelnen in der 
Tabelle [LX aufgenommen sind, in ganz verschiedenem MaBe zur Geltung. 
Analog dem Steigen der Gewichte kommt es hier zur Anhaufung entsprechend 
gréBerer Sauremengen, wie sich andererseits zeigt, daB sich der prozentische 
Phosphorgehalt der Mycelien um so geringer stellt, je lebhafter die Tendenz 
des Wachstums, der Trockensubstanzproduktion, verfolgt war. Darin, 
daB diese GréBen in einem umgekehrt proportionalen Verhaltnis zueinander 
stehen, lieBe sich auch hier folgern, daB die Schnelligkeit des Wachstums- 
ablaufs fiir Phosphoransatz und -umsatz die Direktive zu bilden scheint. 

Da die Konzentrationserhéhung uns dem Ziele, gleich im jugendlichen 
Stadium eine mdéglichst schnelle Entwicklung zu erreichen, nicht in be- 
friedigender Weise niaher gebracht hatte, wurde auf das Wachstum als 
Funktion der Oberflache zuriickgegriffen. Demzufolge wurde bei einer anderen 
Versuchsgruppe nur die Oberflache vergréBert, Volumen und absolute 
Nahrstoffmenge aber blieben unveriindert (Tabelle X). 


Tabelle X. 


1-Liter-Kolben, 200 Volumen, normale Nahrlésung. 





P.O; prog | N pro g 
—— | P.O; 5 = ‘ 
Al Gewic T - |NimMycel| Trocken- Os: 
- — im Mycel substanz en cubatene Ps 1: - 
Tage s mg = mg | mg mg a : 
Mittel '3 | 2,385 | 30,685 | 1293 | (59326 39,61 3,146 


a 9 3,308 14,241 4,62 (72,216 19,89 4.816 
» 219 2,683 5,009 1,86 


Als Kulturkolben dienten hier Jenaer 1-Liter-Kolben, die mit 200 cem 
der iiblichen Ammoniumsulfatnihrlésung beschickt waren. Nach der 
Sterilisation und Impfung unter gutem Verteilthalten der Sporen auf der 
groBen Oberfliche wurden sie im Thermostaten bei 30 bis 32°C wie sonst 
aufgestellt. 

Am Abend des ersten Tages schon hatte sich bei den meisten Kulturen 
die ganze Oberflachenweite mit einer zusammenhingenden diinnen Decke 
iiberzogen, die sich in rapider Weiterentwicklung festigte. so daB am Ende 
des dritten Tages rein weiBe, sehr reichlich gefiltelte Mycelien geerntet 
wurden, die alle darin iibereinstimmten, daB ke Spore gebildet worden 
war. Die Mycelunterseite hatte eine geringe pelbe Farbung angenommen. 

Mit dieser schnell erfolgten Mycelentwicklung zeigte sich nun in Hinsicht 
auf den Phosphorverbrauch eine recht augenfallige Erscheinung. Trotz 
eines doppelt und dreifach so hohen Trockengewichts, wie es bisher bei 
gleichaltrigem Material friiherer Versuchsgruppen kennengelernt wurde, 
findet sich hier relativ nur die Halfte an Phosphorsaéure vor. Die relative 
Verminderung des P, O;-Gehalts, die wir in Begleitung eines beschleunigteren 
Wachstums bei den 9 Tage alten Mycelien der vorigen Gruppe sahen, 
und bei Gruppe VIII im jugendlicheren Stadium angedeutet fanden, ist hier, 
wo die Entwicklungsintensitaét in noch ausgepriigterem MaBe statthatte, 
auch dementsprechend stérker hervorgetreten, wie andererseits eine starke, 
weitere Verminderung auch der absoluten P-Menge im Verlauf des Wachs- 
tumsprozesses bis zum Ende des neunten Tages eingetreten war. Der 
Zucker war vollstandig verbraucht, die Mycelien des spiiteren Stadiums, 
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die samtlich iiber der Oberfliche geschlossen, reich gewallt und schnee - 

weiB waren, zeigten bei allen Kulturen iibereinstimmend nur ganz ver- 

einzelte Sporenbildung am éuBersten Mycelrande. Die groBe Mycelflache f 

war aufjallend steril geblieben. Mycelunterseite und Nahrlésung waren 

intensiv gelb gefarbt. i} | 
Neben dem geringeren Vorhandensein phosphorhaltiger Zellsubstanzen 

finden wir auch die stickstoffhaltigen Verbindungen am dritten Tage 

zuriickgeblieben, und zwar schien dies um so mehr zu gelten, je weiter die 

Erzeugung von Trockensubstanz im Vordergrund stand. Wie dieses Element 

beim Aufbau plasmatischer Stoffe jedoch Weit weniger vernachlassigt 

wird und sein Konsum auch hier relativ groB bleibt, so unterliegt es bei ) 

Beschleunigung des Wachstumsprozesses auch hier in geringerem MaBe : 

als der Phosphor der Ausscheidung, wie die Erweiterung des Verhaltnisses j 

gegeniiber den friitheren Zahlen zeigt (Verhaltnis P,O;: N = 1: 3,146: 4,816). 
Zur Vervolistandigung und Erganzung der Erscheinungen in dieser 

Kulturreihe wurden nun unter Verwendung gleicher KolbengréBe bei 

neuen Versuchen Volumen, Gesamtnahrstoffmenge und Zuckerkonzentration 

variiert, die vor einer Gesamtbetrachtung hier zunichst im einzelnen 

vorweggenommen sein mdégen. 





Tabelle XI. if 
: 
1-Liter-Kolben, 100 Volumen, 5 Proz. Zucker. . 
Alter Gewicht tar Moet P2Os prog N im Mycel } Pad] P,O;:N ! 
Tage g mg mg mg mg atte ‘ A ! 
Mittel 3 1,727 20,916 11,98 73,251 42.99 3,671 iy 
ss 9 1,583 9,535 6,01 (47,822 30,61 5,483 i 
Diese Kulturreihe hatte nur 100 cem der normalen Ammoniumsulfat- i 
nahrlésung (5 Proz. Zucker) bekommen und war im iibrigen der Gruppe X 


gleichgestellt. 

Die nach 3 Tagen entwickelten Mycelien zeigten gute und regelmaBige, 
iiber die ganze Oberfliche geschlossene, eng gefiltelte Decken, bei denen die 
schon friiher gemachte Beobachtung auffiel, daB seltsamerweise wieder 
keine Spore zur Ausbildung gekommen war. Eine leicht gelbe Verfarbung 
der Deckenunterseite wie eine solche der Kulturfliissigkeit war schon hier 
bei den 3 Tage alten Kulturen anzutreffen. 

Die RegelmaBigkeit des Fortschritts in der Neubildung von Substanz 
in dieser Versuchsgruppe hatte sich auch in der fiir diese groBe Oberfliiche 
als recht gut zu bezeichnenden Ubereinstimmung der einzelnen Trocken- 
gewichte gezeigt, die allerdings absolut hinter denen der Gruppe X um ein 
Wesentliches zuriickbleiben muBten. Mit der fast vélligen Aufnahme des 
Zuckers (es waren nur mehr Spuren nachzuweisen) hatten diese Mycelien 
bereits am dritten Tage ihr Héchstgewicht mit einem Mittel von 1,727 g iif 
erreicht. 

Ganz unabhangig von der nur halben Nahrstoffmenge finden wir den 
relativen Phosphorkonsum in Ubereinstimmung mit dem in Tabelle X. 
Was die Verianderung der Héhe der Fliissigkeitsschicht, der GréBe der 
Oberflaiche, schlieBlich auch den vermehrten Luftzutritt anbetraf, war 
es wohl von vornherein anzunehmen, da8 bei der an sich schon breiten 
Bodenfliche der VersuchsgefiBe die Verminderung des Volumens um 
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100 cem auf die angefiihrten Faktoren von kaum nennenswertem Einflub 
sein konnte, so daB auch die Schnelligkeit der Diffusion bei beiden annihernd 
gleich schnell verlaufen muBte. Ganz anders lagen die Verhialtnisse bei 
den friiheren Versuchsreihen mit '4-Liter-Kolben, bei denen die steilere 
Wandung und die viel engere Bodenflache alle obigen Bedingungen beein- 
fluBte und in diesen Gegensitzen die Verschiedenheit in der Schnelligkeit 
des Wachstumsverlaufs in scharferem MaBe veranschaulichte. 

Infolge des bereits am dritten Tage eingetretenen Zuckermangels 
und der Sistierung des Wachstums finden wir die Kulturen von diesem 
Zeitpunkt ab im Zustande der Degeneration. Das Gewicht der Trocken 
substanz ist mit der Verarbeitung aufgespeicherter Reserven im Laufe der 
nichsten 6 Tage auf 1,583 g im Mitte! gefallen, wobei am neunten Tage das 
Aussehen der Mycelien das gleiche war, wie es in Gruppe X vorgelegen 
hatte, alle Decken geschlossen, reich gefaltelt, Sporen ganz vereinzelt, 
Mycelunterseite und Kulturfliissigkeit deutlich gelb gefarbt. 

Die beziiglich des Phosphorgehalts gewonnenen Werte lieBen erkennen, 
daB von der Degeneration auch die phosphorhaltigen Verbindungen durch 
Zersetzung unter Abscheidung von Phosphorsiiure in erheblichem MaBe 
getroffen waren. Prozentisch wird nach gleicher Zeit die gleiche Endstufe 
annihernd erreicht, wie sie in der vorherigen Gruppe beobachtet wurde, 
doch ist zu bemerken, daB hier der Verlust am Stickstoff mehr wie in 
Gruppe X hinter dem des Phosphors zuriicksteht, was auch aus dem er- 
weiterten Verhaltnis von 1: 5,483 hervorgeht. 

Um den EinfluB kennenzulernen, den eine Erhéhung der Zucker- 
konzentration unter sonst gleichen Bedingungen mit Gruppe XI eventuell 
auf den Phosphorstoffwechsel ausiiben konnte, wurde eine andere Versuchs- 
reihe dahin abgeandert, daB die 1-Liter-Kolben in den 100 cem im iibrigen 
normaler Ammoniumsulfatlésung 10 Proz. Rohrzucker enthielten. 


Tabelle X11. 
1-Liter-Kolben, 100 Volumen, 10 Proz. Zucker. 





9 »O; P.O; pro g 
Alter Gewicht im Mycel Trockensubstanz 
Tage g mg mg 
Mittel 3 2,663 36,170 13,25 
9 2.997 15,819 5,27 


Nach 3 Tagen waren rein weiBe dicht gefiltelte, prachtvolle Mycelien 
entwickelt, die die groBe Oberflache liickenlos iiberspannten. Sporenbildung 
war auch hier nirgends zu bemerken. Die Mycelunterseite wie die Nahr- 
lésung zeigten geringere Gelbfarbung. 

Wie ohne weiteres aus Tabelle XII ersichtlich, hatte die Erhéhung der 
Zuckermenge nur zur Folge, daB sich die Mycelentwicklung iiber die Grenze 
hinaus vollziehen konnte, die bei dem vorherigen Versuche durch den 
eingetretenen Zuckermangel gesetzt war, hatte jedoch auf den Phosphor- 
stoffwechsel keinen Einflu®B gehabt. Aus der Nahrlésung war nach 3 Tagen 
fast die gesamte gegebene Phosphorsaiure aufgezehrt; ein gréBerer Rest, 
der sich in der Nahrfliissigkeit einer Kultur mit einem Mvyceltrockengewicht 
von 2,825 g vorfand (P,O,;-Gehalt der Decke 34,870 mg), konnte bereits 
wieder ausgeschiedene Phosphorséiure sein, wie auch die noch erfolgte 
geringere Zunahme im Trockengewicht im spiiteren Stadium auf Grund 
einer ja reichlich disponibel werdenden Phosphorsiuremenge, sofern es 
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dieses Element betraf, erméglicht werden konnte. Die am neunten Tage 
gewonnenen Decken zeigten Ubereinstimmung mit denen am dritten Tage. 
Auch hier waren sie steril geblieben; eine recht intensive Gelbfarbung der 
Unterseite wie der Nahrlésung war ebenfalls wieder eingetreten, so daB 
im Alter in diesen &auBeren Anzeichen die Kulturen aller drei Versuchs- 
gruppen (Tab. X, XI, XII) iibereinstimmten. 

Mit der Ausscheidung von Phosphorsaure, die sich am dritten und 
neunten Tage auch hier in starkem MaBe vorfindet, wisd, im Vergleich 
zu den vorhergegangenen Versuchsreihen, nach gleicher Zeit ebenfalls eine 
annahernd gleiche Endstufe ersichtlich. 

Wenn wir zuriickgreifen auf die beobachtete RegelmaBGigkeit in der 
fast giinzlichen Sporenlosigkeit der |-Liter-Kolbenmycelien, so mégen noch 
einige Betrachtungen iiber die mégliche Ursache dieser Erscheinung hier 
angeschlossen sein. 

Da wir es bei den vorliegenden Versuchen unter dem EinfluB vermehrten 
Luftzutritts bei gréBerer Oberflachenweite mit einer AauBerst schnellen 
und reichlichen Produktion an Trockensubstanz zu tun hatten, war es 
naheliegend, daB durch diese Umstinde das Auftreten von Faktoren be- 
giinstigt wurde. die sich bei dem Proze der Sporenbildung ganz besonders 
stérend geltend machten. Es wurde daher bei einer Reihe neuangesetzter 
Kulturen der Zweck verfolgt, zu beobachten, ob es durch Ver&inderung 
des Na&hrmediums nicht méglich war, doch eine Sporenbildung zu ver- 
anlassen, wenn KolbengréBe, Kulturfliissigkeitsvolumen und damit auch 
die Oberflachenweite dieselben blieben. 

Bei im iibrigen normaler Ammo,iumsulfatnihr’dsung wurde zunichst 
die Zuckerkonzentration auf 20 und 30 Proz. erhéht. Zum anderen wurde 
die N-Quelle geandert, indem anstatt Ammoniumsulfat Kaliumnitrat 
gegeben wurde. Drittens wurde unter Fortlassung der Weinsiure in einer 
10 Proz. Zucker enthaltenden Ammoniumsulfatnahrlésung durch Zusatz 
von Caleiumcarbonat fiir die Bindung der entstehenden Saure gesorgt. 

Nach 3 Tagen hatte sich bei dem Versuch mit erhéhter Zuckergabe 
ein &auBerst iippiges Mycel iiber der ganzen Oberfliche entwickelt, das 
jedoch beziiglich der Sporenproduktion keinerlei Abweichungen von dem 
urspriinglich gewonnenen Bilde zeigte. Die Decken waren und blieben auch 
in den folgenden Tagen steril. 

In sehr auffalligen Kontrast hierzu stellte sich die Kaliumnitratkultur, 
wo sich bereits nach 3 Tagen auf dem ebenfalls gut zur Entwicklung ge 
kommenen Mycel eine prachtvolle dichte Sporendecke gebildet hatte. 

sei. den Kalkzusatzkulturen zégerte sich tibereinstimmend der Beginn 
der Sporenkeimung langer hin als bei den tibrigen; 2 Tage spiter hatten 
sie aber ebenfalls mit ihrem Mycel die ganze Oberflache bedeckt und zeigten 
gleichfalls Sporenbildung, die zwar zunichst diinner war als auf Kalium 
nitrat, spiterhin aber dicht und schwarz den Mycelkuchen iiberzog. 

Es scheint hiernach. daB der beim N-Konsum in der Ammonium- 
sulfatnihrlésung frei werdenden Schwefelsiiture bzw. der H-lonen 
konzentration dieser Séure unter vorliegenden Kulturbedingungen ein 
stérender EinfluB auf den SporenbildungsprozeB zugeschrieben werden 
kénnte, denn, wurde ihr schadlicher EinfluB durch Zugabe von Kalk ab- 
gestumpft, so trat Sporenbildung ein, wie das gleiche der Fall war, wenn 
durch Kaliumnitratgabe das Auftreten dieser Siéure in bemerkenswerter 
Menge iiberhaupt umgangen wurde. Da es bekannt ist, dab in Kalium- 
nitratkulturen von Aspergillus recht betriichtliche Mengen an Oxalsiiure 
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produziert werden, andererseits beobachtet wurde, daB unter Verwendung 
dieser N-Quelle selbst bei stark gesteigerter Konzentration eine gute Sporen- 
bildung eintrat, so kann dieser Saéure an sich eine hemmende Wirkung 
nicht ohne weiteres zugeschrieben werden, sondern es muB eher die freie 
Schwefelsiure die Ursache gewesen sein. 

Wir erkennen hier auch einen Zusammenhang dieser Erscheinung mit 
der schon bekannten intensiven Bildung eines durch Jod sich blaiuenden 
léslichen Kohlenhydrats (als lésliche Starke bezeichnet), das, wie Boas') 
nachgewiesen hat, in sauren Kulturen besonders intensiv zur Ausbildung 
gelangt und teils frei in die Lésung ausgeschieden, teils in Form starker 
Membranverdickungen abgelagert wird. 

Vielleicht deutet diese Erscheinung noch auf etwas anderes hin. Sie 
trat ja vornehmlich in Kulturen mit groBer Oberfliche auf, d. h. solchen, 
bei denen die Zufuhr von Sauerstoff besonders giinstig, die Atmung, der 
aerobe Betriebsstoffwechsel also sehr gesteigert war. Wenn es trotzdem 
zu einer solchen Anhiufung von Polysacchariden kommt, so liegt darin 
mdéglicherweise ein Hinweis darauf, daB der Aufbau und der Abbau von 
Kohlenhydraten viel enger miteinander verkniipft sind, als man das bisher 
weiB; die frei werdende Schwefelsiure wiirde in den erwahnten Fallen also 
lediglich das Gleichgewicht in der Richtung der Polysaccharidbildung 
verschoben haben. 

Von den gleichen Voraussetzungen ausgehend wie bei den oben be- 
sprochenen 1-Liter-Kolbenversuchen wurden die Wachstumsbedingungen 
nun auch mit 14-Liter-Kulturge/défen dahin variiert, daB an Stelle der fritheren 
200 cem nur 100 ccm der normalen Ammoniumsulfatndhrlésung gegeben 
wurden, um somit bei verringerter Schichtdicke und vergréBerter Ober- 
flache des Niaihrmediums: Entwicklungsverlauf und Phosphorstoffwechsel 
zu beobachten. 





Tabelle XIII. 
¥,-Liter-Kolben, 100 Volumen, normale Nahrlésung. 
: | P.O; pro 
; P.O 5 prog 
Alter Gewicht aby : + a 
Tage g mg mg 
Mittel 3 1,654 15,377 9,23 
we 9 1,518 8,369 5,56 


Die am dritten Tage geernteten Mycelien lieBen eine ausgezeichnete 
Entwicklung von sehr guter RegelmaBigkeit bei allen Kulturen erkennen, 
zeigten eine reichliche dichte Faltelung auf der Oberseite, aber keine Sporen- 
bildung. 

Wie aus Tabelle XIII zu ersehen ist, hatte das Wachstum bereits 
am dritten Tage (unter fast vélligem Verbrauch des Zuckers) mit einem 
Gewicht von 1,654 g im Mittel das Maximum erreicht. Da die Unterschiede 
bei Variation des Volumens und der Oberfliiche weder bei 1-Liter-Kolben 
noch bei den 14-Liter-Kolben so groBe waren, wie bei diesen '4-Liter-Kolben, 
wichen schon in den obigen Feststellungen die vorliegenden Kulturen 
wesentlich von den friiheren, bei denen 200 cem Nahrlésung gegeben war, 
ab, wie denn infolge einer hier stattgehabten beschleunigteren Entwicklung 
innerhalb der ersten 3 Tage sich weiterhin auch ein stark verringerter Wert 
im Aufbau phosphorhaltiger Verbindungen eingestellt hat. Der Ent- 


1) F. Boas, Beih. z. bot. Centralbl., Abt. I, 36, 135, 1919. 
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wicklungsverlauf dieser Versuchsgruppe zeigt hingegen auf Grund enger 
Verwandtschaft in den bestehenden Wachstumsbedingungen sehr viel 
Ubereinstimmendes mit den Resultaten der Tabelle XI. Hier wie dort 
finden wir nach 3 Tagen fast gleiche Mycelgewichte, ist der Zucker fast 
verbraucht, weist der Phosphorkonsum ganz ahnliche Werte auf. Die 
Parallelitat, iiber die Entwicklungsperiode hinaus, im Stadium der De- 
generation mit fast gleichem Absinken des Trockengewichts, der absoluten 
wie der relativen Phosphorsituremenge ]4Bt erkennen, daB in beiden Fiillen 
der den Phosphorstoffwechsel dirigierende Ablauf des Wachstumsprozesses 
in Art und Schnelligkeit ein ahnlicher sein muB. 

Uber die vorhergehenden Versuche lieBe sich somit folgendes zu- 
sammenfassend sagen : 

Unter auBeren Wachstumsbedingungen, wie wir sie in bezug auf 
OberflachengréBe, vermehrten Luftzutritt, geringe Schichtdicke der 
Kulturfliissigkeit anwandten, hatte sich herausgestellt, daB damit 
eine Handhabe gegeben war, die Entwicklung in Hinsicht auf die 
Produktion gréBerer Substanzmenge zu beschleunigen, so daB Er- 
scheinungen, die auf diesen Umstand zuriickzufiihren schon bei den 
1,-Liter-Kulturen versucht wurde, bei den 1-Liter-Versuchen infolge 
ausgesprochener Unterschiede obiger Bedingungen auch in ausge- 
priigterer Form zutage getreten waren. Aus den Versuchsergebnissen 
der 1-Liter-Kolbenreihe folgerte sich tibereinstimmend, daB hier von 
Aspergillus die Produktion an trockener Pilzmasse in hohem Grade 
und in relativ kurzer Zeit betrieben worden war, indem sich eine doppelt 
und dreifach so groBe Menge daran feststellen lieB, als bei Kulturen 
friherer Gruppen in derselben Zeit. In den meisten Fallen bei groBer 
Oberfliche war schon mit dem dritten Tage der gegebene Zucker fast 
vollig verarbeitet. 

Gegeniiber einer solch intensiv verfolgten und im Vordergrunde 
der physiologischen Vorgiinge stehenden Tendenz beschleunigten An- 
satzes finden wir andererseits einen stark verringerten, relativen Gehalt 
an Phosphorsiure, der nur die Halfte und darunter friiherer Werte 
junger Pilzsubstanz ausmachte. 

Ein hohes Trockengewicht, das vom Pilz in kiirzester Zeit produziert 
wurde, zeigte also immer einen geringeren Gehalt an Phosphorsiure, 
wahrend andererseits festgestellt werden konnte, daB bei Erreichung 
weniger groBer Trockensubstanzmenge infolge langsameren Wachstums- 
verlaufs der Verbrauch bzw. die Aufspeicherung an Phosphorsiure 
relativ gréBer war. 

Die Héhe des Phosphorgehalts, der sich jeweils in den Mycelien 
zu bestimmtem Alter befunden hatte und der uns andeutet, wieviel 
Phosphorsaure im Zellmaterial festgelegt worden ist, wtirde uns zugleich 
auch das Vorhandensein geringerer oder gréBerer Mengen phosphor- 
haltiger organischer Verbindungen zu diesem ganz bestimmten Zeit punkt 
charakterisieren. 








410 R. Schniicke: 


Wahrend sich nun auf der einen Seite eine starke Aufspeicherung 
vornehmlich kohlehydrathaltigen Zellmaterials gediuBert hatte, fand 
sich dem gegeniiber die Bildung und Anhaufung dieser phosphorhaltigen 
Verbindungen auffallend vernachlissigt. 

Diese Erscheinung wiirde uns im Prinzip nichts Neues bringen, 
wenn ein geringerer Prozentsatz an ihnen sich erst im Alter eingestellt 
hatte und mit einer Verminderung urspriinglich gréBerer Vorriite im 
Laufe der Entwicklung zu erklaren ware. Bei den Versuchen der |-Liter- 
Kolbenreihe aber finden wir diesen stark reduzierten Gehalt an Phosphor- 
siiure tibereinstimmend schon im Anfang, bereits im jugendlichen 
Stadium, in der Zeit regster Ansatz- und WachstumsiuBerungen, so 
daB bei den hier gewihlten Bedingungen die Erscheinung eines viel 
gréBeren Trockengewichts innerhalb der gleichen Zeit auf eine Be- 
schleunigung der ganzen Entwicklung hinweist. 

Es besteht demnach ein Abhangigkeitsverhaltnis zwischen Phos- 
phorstoffwechsel und der Art und Geschwindigkeit des gesamten 
Ent wicklungsprozesses. 

Wiahrend bei langsamerem Wachstumsverlauf in friiheren Ver- 
suchen beobachtet werden konnte, daB zeit weise relativ recht betricht- 
liche Mengen an Phosphorsaiure im Zellorganismus festgelegt wurden, 
machen wir die VWahrnehmung, daB es hier bei einer derartig beschleu- 
nigten Entwicklung gar nicht zur Bildung relativ gréBerer Mengen 
phosphorhaltiger organischer Verbindungen kommt. Jedenfalls werden 
davon in den Decken nicht solche in héherem Mae angehiauft, Cie 
sich durch eine gewisse Stabilitat und Unverdnderlichkeit auszeichnen. 
Unter dem EinfluB einer so geschwinden Wachstumstendenz ist gleich- 
sam dem Pilz nicht Zeit zur ausgiebigeren Bildung dieser plasmatischen 
Stoffe gelassen worden. 

Verlangsamung oder Beschleunigung, die fiir Entwicklungsverlauf 
und Stoffumsatz ein wesentliches Charakteristikum darstellen, kommen 
somit auch in dem Vorhandensein gréBerer oder geringerer Mengen 
organischer Phosphorverbindungen zum Ausdruck. 

Bei dem Ansteigen der Trockensubstanzbildung im Entwicklungs- 
verlauf friiherer Kulturen hatten wir verfolgt, daB mit diesem Umstande 
stets eine Verminderung im relativen Phosphorgehalt der Decken auftrat. 
Zum gréBten Teil lieB sich als Grund hierfiir eine stattgefundene Aus- 
scheidung von Phosphorsdéure verantwortlich machen, zum anderen 
wurde aber auch die Méglichkeit in Betracht gezogen, daB die Trocken- 
gewichtszunahme mehr auf Kosten anderer Stoffe, z. B. des Zuckers. 
zur vorwiegenden Membransubstanzbildung unter Vernachlassigung 
des Phosphorverbrauchs erfolgt sein konnte, und wir es hier mit einem 
Mast prozeB sekundirer Art zu tun hatten, bei dem auch die Fettbildung 
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nicht iibersehen werden darf, zumal bekannt ist [schon Ndgeli') und 
Loew*) wiesen darauf hin], daB Pilzzellen, die im jugendlichen Ent- 
wicklungsstadium vorzugsweise aus Albuminaten bestehenden Inhalt 
besitzen, spiiterhin (neben Cellulose) auch an Fett immer reicher werden. 

Wenn wir nun die Verhiltnisse bei den 1-Liter-Kulturen betrachten, 
so hatte sich, wie oben bereits erértert, im Gegensatz zu einer besonders 
lebhaften Trockensubstanzproduktion bereits im jugendlichen Stadium 
die Anhaufung phosphorhaltiger organischer Verbindungen in geringeren 
Grenzen gehalten. 

Da wir uns unter dem Zellbetriebe des lebendigen Organismus 
die Summe unendlich vieler Einzelleistungen vorzustellen haben, die 
miteinander verkettete, ineinander tibergehende und sich gegenseitig 
erginzende Prozesse darstellen, so ist zu verstehen, daB keiner von 
ihnen fehlen darf, soll die Lebensfunktion, wie sie sich im Zusammen- 
wirken aller dieser Einzelleistungen auBert, in normaler Weise gewihr- 
leistet werden. Ebenso ergibt sich daraus, wie gewagt es ist, diese 
Einzelleistungen voneinander trennen, die Funktion eines einzigen 
lebenswichtigen Elementes aus dem Gesamtverbande herausgreifen zu 
wollen, sie scharf zu umschreiben und nach allen Seiten hin genau 
abzugrenzen. Doch geben die Versuche immerhin einen deutlichen 
Hinweis darauf, daB die Verarbeitung der Phosphorsiiure feilweise 
ein Vorgang fiir sich ist und wenig unmittelbare Beziehungen zur 
sekundiren Verarbeitung der Kohlenstoffquelle hat, die ja bei obigen 
Versuchen, vornehmlich bei den schwersten Mycelien, offenbar als 
Anhiufung von Zellwandbestandteilen und auch Fett, bei gleich- 
zeitiger Sistierung der weiteren Phosphorsiureaufnahme, deutlich in 
Erscheinung tritt. Wiahrend hingegen in den Jugendstadien eine 
intensive Verarbeitung der Phosphorsiiure im Rahmen der gesamten 
Stoffwechselvorginge, die zur Bildung lebenswichtiger organischer 
P-Verbindungen fiihren, notwendig zu sein scheint. 

Die Tatsache einer im Laufe der spiteren Entwicklung immer 
mehr vorherrschenden und weiter fortschreitenden Phosphorsiure- 
ausscheidung mag noch an dem Befund einiger Mycelien mit besonders 
langer Entwicklungsdauer gezeigt sein. Es handelt sich um vier Kulturen, 
von denen zwei im AnschluB an die 1,-Liter-Kolbenversuchsserie 
(Tabelle IIT) angesetzt wurden, waihrend die anderen zwei Versuche 
mit erhéhter Luftzufuhr bzw. vergréBerter Oberfliche Tabelle X er- 
ginzen und dort am SchluB aufgefiihrt sind. Die Kulturen, die tiberein- 
stimmend 200ccm normaler Ammoniumsulfatnaihrlésung bekommen 
hatten, standen bei Zimmertemperatur. 


') C. v. Ndgeli, Erdm. Journ. f. prakt. Chem. 129 (N.F. 21), 97, 1880. 
') O. Loew, Liebigs Ann. 198, 322, 1878. 
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Die 1,-Liter-Kolbenmycelien (Tabelle III) besaBen ein Alter von 
! Jahr und 16 Tagen, waren ganz iiber die Kulturfliissigkeitsoberflache 
erstreckt, an den Randern etwas abwirts gekrempelt, mehr schwammig 
als fest in ihrer Konsistenz, waren unterwirts gelbbraun gefarbt und 
dunkler gefleckt. 

Die 1-Liter-Kolbenversuche (Tabelle X) wurden mit einem Alter 
von 219 Tagen unterbrochen, waren ebenfalls iiber der Nahrlésungs- 
oberflaiche liickenlos geschlossen, auf der Oberseite weiB und, wie die 
Decken jiingeren Datums, ohne jede Sporenbildung geblieben. Die 
Mycelunterseite war tief gelb gefirbt, ebenso die Nahrlésung, die bei 
allen vier Kulturen von Fremdinfektion frei geblieben war. 

Die Resultate vorliegender Kulturen zeigen nun, da relative 
und absolute P-Abnahme in den 9 Tage alten Kulturen nicht zum 
Stillstand gekommen war, sondern der P-Gehalt wahrend der Zeit 
fortgesetzter Kulturdauer eine noch weitere Verminderung erfahren 
kann. 

Wie stark die Verminderung aber statthaben kann, veranschaulicht 
augenfallig die Gegeniiberstellung der im jugendlichen Pilzorganismus 
vorhanden gewesenen P,O,;-Menge gegeniiber der, die prozentisch nur 
mehr in den 219 Tage alten Decken (Tabelle X) gefunden wurde. Es 
zeigt sich, daB nicht alles an phosphorhaltigen Verbindungen in der 
Zelle zersetzt wurde, sondern es blieb ein allerdings geringer Anteil 
daran in den Mycelien erhalten. 

Leider war es bei den 1,-Liter-Kolben unmdglich, die Sporen 
quantitativ von den Decken zu trennen, da beide infolge des aus- 
getretenen Atmungswassers miteinander verklebt waren, um auch hier 
angeben zu kénnen, ein wie groBer Anteil des Gesamtphosphorsiure- 
gehalts der Ernte auf den Vegetationskérper des Pilzes entfiel. 

Abgesehen von der in den Sporen deponierten Phosphorsaure- 
menge, die erhalten geblieben ist, finden sich auch in den Hyphen 
noch phosphorhaltige Anteile vor (sporenlose 1-Liter-Kolbenmycelien). 
Es la Bt sich aber ohne weiteres aus den prozentigen Zahlen der Phosphor- 
siiure, nimlich 0,523 Proz. bei den sporentragenden 381 Tage alten 
und 0,187 Proz. bei den sporenlosen 219 Tage alten Mycel, ersehen, 
daB tatsichlich der Hauptanteil der erhalten gebliebenen Phosphor- 
siure auf die Sporen entfiel. 

Hier sei kurz auf Untersuchungen von Koch und Reed') eingegangen, 
die die Art des Vorkommens, die Stabilitét und die Wichtigkeit der 
einzelnen im Zellorganismus von Aspergillus niger vorhandenen Phosphor- 
verbindungen zum Gegenstand haben. Die von ihnen angewandte Normal- 
nihrlésung setzte sich zusammen aus: 200,0 Wasser, 10,0 Rohrzucker, 
1,0 Kal. phosphat, 0,5 Magns. sulfat und 2,0 Ammoniumnitrat. Wenngleich 


1) W. Koch und H.S. Reed, Journ. of biol. Chem. 3, 48, 1917. 
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aus der Arbeit nicht die Beschaffenheit der geernteten Decken in bezug 
auf Sporenbildung hervorgeht und dadurch die Frage der Lokalisation des 
Phosphors keine Beriicksichtigung finden konnte, auch nicht das Alter der 
Kulturen ersichtlich ist, so sind die Ausfiihrungen der Verfasser trotzdem 
in Verbindung mit den vorhergehenden Erérterungen von Interesse. 

Unter die drei Hauptkategorien der Phosphorverbindungen fillt 
nach ihnen zuniichst der Proteinphosphor eder hier der Nucleinphosphor, 
dann der Extraktivphosphor als die wasserlésliche Form dieses Elements, 
und schlieBlich der Lecithinphosphor, der, wenn auch in sehr geringen 
Mengen, in jedem Falle in abschitzbarer Menge vorhanden war. 

Hiervon entfielen auf den 


Proteinphosphor . . . . . . 29 Proz. 
Extraktivphosphor . . . . . 68 
Lecithinphosphor ..... 3 


der Gesamtphosphorsauremenge. 

Der Nucleinphosphor wird als die wichtigste Form des Phosphors fiir 
den Organismus angesehen, ,,der auf Kosten anderer Verbindungen (mit 
Ausnahme des Lecithins) aufgebaut und selbst im #éuBersten Hunger- 
zustande nicht vermindert wird‘. Bei einem Mycel, welches sich norma! 
entwickeln konnte und nicht unter Phosphorsiuremangel zu leiden hatte, 
stellte sich das Verhaltnis von Nuclein zu Extraktivphosphor wie 1: 3 
(100: 300). 

Nachst dem, Nucleinphosphor wird beziiglich seiner Wichtigkeit von 
den Autoren der Lecithinphosphor bezeichnet, der jedoch am Aufbau der 


Nucleine wahrscheinlich nicht direkt beteiligt ist. .,In the building up 
of the nucleins however, lecithin probably takes no direct part‘, wohl 
aber mittelbar bei der Nucleinbildung eine Rolle spielen kann, ,,... when 


lecithin is broken up in the course of its metabclism some or all of its 
phosphorus may be built up secondarily into nucleins, merely as a matter 
of economy on the part of the organism.“ 

Die Formen des wasserléslichen Extraktivphosphors, dessen Ver- 
ringerung im Hungerzustande nachgewiesen wurde, halten Verfasser fiir 
die Bausteine, mit Hilfe deren allein die anderen aufgebaut werden, da 
sie die Zwischenstufe von Phosphaten zu_ bestiindigeren Phosphor- 
verbindungen verkérpern. 

Fiir unsere Beobachtungen wiirde dies insofern von Bedeutung sein, 
als es diese labileren Extraktivphosphorverbindungen sind, deren Bildung 
und Verhalten unter dem EinfluB der Verschiedenartigkeit des Entwicklungs- 
verlaufs vornehmlich variieren, und auf deren Vorhandensein in jeweils 
gréBerer oder geringerer Menge sich auch die Schwankungen im Gesamt 
phosphorsaiuregehalt solcher Decken wiirden zuriickfiihren lassen. 


V. Versuche mit anderen Pilzen. 

Den Versuchen mit Aspergillus niger schlossen sich nun weitere 
an, um festzustellen, in welchen Grenzen sich bei einigen anderen 
Organismen der Phosphorstoffwechsel bewegte und inwieweit Uberein- 
stimmungen mit Aspergillus unter gleichen Wachstumsbedingungen 
bestanden. 


Von weitergehenden Variationen dieser wurde hierbei Abstand ge- 
nommen, so daB sich die Versuchsanstellung nur auf eine Versuchsgruppe. 
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und zwar auf diejenige mit ',-Liter-Kolben und 200 ccm Nahrlésung 
beschrinkte. Als Organismen dienten ein Penicilliumstamm WIT'), 
Oidium lactis und Dematium pullulans, iiber deren Wachstum auf der zur 
Anwendung kommenden Nahrlésung uns schon die einleitend angefiihrten 
Vorversuche orientiert hatten. 

Da fiir diese Pilze das Temperaturoptimum niedriger liegt als bei 
Aspergillus, wir andererseits in Versuchen mit Aspergillus, ebenfalls bei 
Zimmertemperatur gewachsen, eine Vergleichsgruppe besaBen, wurden 
die Kulturen nach erfolgter Sterilisation und Impfung bei Zimmertemperatur 
aufgestellt und die Unterbrechung wieder in einem jiingeren und einem 
alteren Entwicklungsstadium vorgenommen. 


1. Penicillium WII. 

Da es zum Verstiindnis der spiteren Erscheinungen im Phosphor- 
stoffwechsel bei diesem Organismus notwendig erscheint, sei auf den Ent- 
wicklungsverlauf und den Kulturbefund etwas ausfiihlicher eingegangen. 

Zuniichst war es hier von Interesse, zu sehen, wie auf beiden 
N - Quellen, die mit Ammoniumsulfat und Kaliumnitrat gegeben waren, 
das Wachstum bei allen Kulturen in den ersten Tagen fast iiberein- 
stimmend verlief, sich dann aber die verschiedenartige Wertigkeit 
der beiden Nahrlésungen schon im duBeren Habitus der Mycelien 
bemerkbar machte. Wihrend bereits am fiinften Tage die Ammonium- 
sulfatkulturen sichtbar nich; mehr vorwirts kamen, zeigte sich ihre 
ausgesprochene Riickstandigkeit gegeniiber den Kaliumnitratkulturen 
mit aller Deutlichkeit am sechsten Tage, so daB mit diesem Zeitpunkt 
die Unterbrechung fiir das erste Stadium vorgenommen wurde. Die 
Ammoniumsulfatkulturen lieferten eine dirftige, diinne Myceldecke, 
ihrer Konsistenz nach jedoch dicht und reichlich mit erbsengroBen 
weiBen Kérnchen geschrumpfter und _ blischenartig aufgetriebener 
Mycelkomplexe durchsetzt, eine Anormalitat, die auf den schidlichen 
EinfluB der beim N-Konsum frei gewordenen Schwefelsiure hindeutete. 
Eine Zugabe von Calciumcarbonat zur Neutralisation der Saiure wurde 
vermieden, um hierdurch die Kulturbedingungen keine Abinderung 
erfahren zu lassen. 

Die Kaliumnitratkulturen dagegen hatten sich lebhaft weiter ent- 
wickelt und stellten am sechsten Tage iippige, weiBe Mycelkuchen 
von betriichtlicher Dicke dar, die jedoch weder hier noch bei den 
Ammoniumsulfatkulturen Sporenbildung zeigten; auch einige andere 
Kulturen, die im Thermostaten bei der Optimaltemperatur von 26°C 
gehalten waren, verhielten sich in dieser Hinsicht nicht anders. 

Bei der Gewinnung dieser jungen Kaliumnitratmycelien fjel neben 
der lockeren, fast schwammigen Beschaffenheit der Decken die dunkel- 
braun gefleckte Unterseite auf, die klebrig schleimig war infolge des 


') Siehe S. 376. 
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Anhaftens der in dieser Weise verainderten Kulturfliissigkeit. Die 
Ammoniumsulfatm yeelien zeigten weder Verfirbung noch Verschleimung 
der Nahrlésung. 

Auch nach der Trocknung zum konstanten Gewicht lieBen sich 
die Unterschiede der Decken noch darin feststellen, daB die auf Ammo- 
niumsulfat gewachsenen eine zihe, halb durchscheinende hornartige 
Konsistenz besaBen, wihrend die Nitratdecken denen von Aspergillus 
glichen. 

Mit einem Alter von 60 Tagen (fiir Kaliumnitrat waren noch 
am achten Tage Kulturen herausgegriffen) wurden dann die beiden 
Versuchsreihen fiir das spitere Stadium abgebrochen. Die Ammonium- 
sulfatkulturen zeigten im wesentlichen dasselbe kiimmerliche und 
geschrumpfte AuBere wie die jiingeren. Sporen waren, wie auch bei 
den Kaliumnitratkulturen, nicht ausgebildet, die Decken der letzteren 
aber massig und dick mit mehr oder minder starker rot brauner Fleckung 
auf der Unterseite und enormer Verschleimung der ganzen Kultur- 
fliissigkeit. 

Tabelle XV. 





P.O. 
~ P.O, im ro Joch vor 
N-Quelle ae Ctomtene Mycel Troc ken Aciditat een he 
substanz Zucker 
Tage g mg mg 
Mittel Ammoniumsulfat 6 0,643 19,083 29.64 3,35 7.98 
60 0,853 22.851 26,90 4,40 7,00 
. Kaliumnitrat . . 6 0,729 12,234 = 16,91 0,98 7.66 
° . 8 1,188 18,936 15,91 — _ 
- - 60 1,093 15,969 14,57 0.1 0 


Trotzdem, wie bemerkt, schon nach 6 Tagen bei den Kaliumnitrat 
kulturen eine wesentlich bessere Entwicklung bestand und hier eine in 
viel gréBerem Umfange geerntete rohe Pilzmasse vorlag, zeigte sich 
(Tabelle XV) bei der Feststellung der absoluten Trockensubstanz, daB sich 
die Gewichte von denen der Ammoniumsulfatreihe auffallend unwesentlich 
unterschieden, wie man auch bei den 60 Tage alten Nitratkulturen auf Grund 
der auBerlich sehr starken Entwicklung ein Vielfaches der tatsichlich 
resultierten Werte hatte erwarten sollen. 

Im <Aciditaétsgrad tritt uns bei Ammoniumsulfat gleich im Anfang 
eine relativ nur geringe Anhiufung der Siéiure entgegen, die sich analog der 
schwachen WachstumsauBerung auch spaiterhin nur noch wenig vermehrt 
hat, die aber in ihrer geringfiigigen Menge erkennen laBt, wie empfindlich 
Penicillium der hier frei gewordenen Schwefelséure gegeniiber ist, und welch 
geringer Konzentration es nur bedarf, um eine tiefgreifende Stérung des 
Wachstums auszulésen. 

Die individuell geringere Neigung des Pilzes zur Saureproduktion, 
sofern sie in Gestalt organischer Sauren als Produkt unvollkommener 
Oxydation in Betracht kommt, tritt bei den Kaliumnitratkulturen sowohl 
in dem niedrigen Siéiuregrad der Jugend, wie auch im spiiteren Stadium 
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darin hervor, daB eine fast neutrale Reaktion der Nahrlésung festgestellt 
wurde. Es wiirde hierin eine ausgesprochene Gegensatzlichkeit zu Aspergillus 
bestehen, der neben einem viel weitgehenderen Saurebildungsvermégen, 
besonders auf Kaliumnitrat und Rohrzucker, mit einer wesentlich gréBeren 
Resistenzfahigkeit gegeniiber der Schwefelsiure ausgestattet ist. Auch 
die Mittelzahlen der Zuckerwerte liefern einen Beitrag fiir die Erkennung 
der bestandenen, unterschiedlich physiologischen Leistungen, wie z. B. bei 
den 60 Tage alten Nitratkulturen, wo der Umsatz dieses Niahrstoffs den 
ProzeB der Schleimbildung begleitete. 

AuBer in den vorerwihnten Punkten charakterisiert sich nun das 
verschiedenartige Verhalten unseres Pilzes auf den beiden Nihrlésungen 
weiter im Phosphorséurehaushalt. 

Es fallen die beiden wesentlichen Tatsachen sofort ins Auge; 


4 


einmal, dab dort, wo das schlechtere Fortkommen fiir den Organismus 
bestand, eine gréBere Phosphorsiuremenge im Mycel festgelegt wurde 
als da, wo sich der Pilz unter giinstigeren Verhialtnissen entwickeln 
konnte, zum anderen, da8 der in jiingeren Decken bestimmte P-Gehalt 
bei beiden N-Quellen im Laufe der spiteren Kulturzeit kaum herunter- 
ging, sondern bis zum 60. Tage fast unveriindert auf derselben Stufe 
erhalten geblieben ist. 

In der Erklarung dieser Erscheinungen ware zuniichst auf das viel 
dichter angelegte Mycel aufmerksam zu machen, welches der Pilz im Gegen- 
satz zu Kaliumnitrat auf Ammoniumsulfat gebildet hatte. Beim Fort- 
wachsen in dem sich recht bald und fiir den Organismus in empfindlichem 
MaBe ansituernden Medium wiirde die Decke aus einem Netz enger ver- 
strickter, reich verzweigter, kurzzelliger Hyphen hervorgegangen sein. 
Mit der Vernachlissigung der Produktion gréBerer Membranmasse hatte 
dafiir der Zellinhalt bei geringerem Fliissigkeitsgehalt eine intensivere 
Ausgestaltung erfahren, so daB auf das geringere Trockengewicht eine 
relativ gréBere Menge von Zellinhalt entfiel, womit eine vermehrte Ver- 
arbeitung von Phosphorséure zum Ausdruck kam. 

Bei den Kaliumnitratkulturen wiirden fiir den geringeren Phosphor- 
gehalt die entgegengesetzten Griinde anzufiihren sein, indem das Hyphen- 
gewebe hier aus dickwandigen, wasserreichen (zellsaftreichen), locker mit- 
einander verflochtenen Fiiden bestand, die in ihrer Gesamtheit die voluminése 
Konsistenz der geernteten, bei der Trocknung auffallend zusammen- 
schrumpfenden Mycelkuchen bedingte. Wenn wir hier trotz héherer Ernte- 
gewichte auch fiir den absoluten P,O;-Gehalt des jungen Pilzmaterials 
niedrigere Werte erhalten als bei Ammoniumsulfat, so beruht das einmal 
auf den oben erwiahnten allgemein abweichenden Verhaltnissen, von denen 
das Hyphenwachstum typisch beeinflu8t wurde, zum anderen darauf, 
daB der Aufbau organischer P-Verbindungen stabilerer Art, ganz ahnlich 
wie bei Aspergillus vernachlassigt wird, wenn wie hier bei Penicillium auf 
Kaliumnitrat eine gréBere Neigung zur Membransubstanzbildung besteht. 

Bei zunehmendem Alter und noch fortschreitender Entwicklung 
erhalt sich der prozentische Phosphorsaurewert fast auf der gleichen Stufe, 
weil bei der Anlage neuer Zellen eine Zusammensetzung in derselben Weise 
wie die der ersten erfolgt, und das Verhiltnis Phosphorséure zur Trocken- 
substanz nur unbedeutend gestért wird, da auch dem friiher angelegten 
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Zellenmaterial diese Zusammensetzung im  wesentlichen erhalten ge- 
blieben ist. 

Im spateren Phosphorhaushalt liegt hierin im Vergleich zu Asper- 
gillus eine Abweichung. Denn im Laufe der Weiterentwicklung, und 
damit wiirde die zweite oben erwihnte Tatsache beriihrt, war auch 
bei Ammoniumsulfat ein nennenswerter Abbau der urspriinglich 
formierten organischen P-Verbindungen nicht eingetreten. Weshalb 
Penicillium seine Phosphorverbindungen spiter nicht oder nur so 
unwesentlich abbaut, im Gegensatz zu Aspergillus, kénnen wir nicht 
ohne weiteres erkennen, da wir iiber die Physiologie dieser Organismen 
in dieser Hinsicht noch zu wenig unterrichtet sind. Vielleicht wire 
hier die gréBere Enzymarmut von Penicillium in Frage zu ziehen, die 
den Pilz weniger in die Lage versetzt, den Stoffabbau in dem Umfange 
durchzufiihren, wie dies von Aspergillus bekannt ist. 


DaB hier ein Ahnliches, wie es fir den Phosphor erkannt wurde, 
auch fiir den Stoffwechsel des Stickstoffs gilt, ergibt sich daraus, daB 
das Verhaltnis P,O;: N wiahrend der 60tagigen Kulturdauer sich nur 
ganz unwesentlich von 1: 2,710 auf 1: 2,881 verschoben hatte. 

Die im Alter immer mehr um sich greifende Verschleimung der 
Nitratkulturen beeinfluBt die Phosphorreserven nicht, ebensowenig wie 
der Phosphor iiberhaupt fiir diesen ProzeB eine Rolle spielt, der hier 
als ein extrazellulir verlaufender Vorgang zu betrachten ist. 


2. Oidium lactis. 


In der Zusammensetzung der normalen Grundnihrlésung bestand fiir 
den dritten Pilz, Oidium lactis, eine gewisse Unzulinglichkeit, die in den 
orientierenden Vorversuchen bei kleinerem Nahrlésungsvolumen und Ver- 
wendung von 100-cem-Kélbchen weniger zutage getreten war. Wegen der 
Erweiterung der Vergleiche wurde diese aber trotzdem beibehalten und 
Ammoniumsulfat in der tiblichen Konzentration als N-Quelle gegeben, da 
auf Kaliumnitrat keinerlei Wachstum erfolgt war. Die Unterbrechung 
wurde fiir das jiingere Wachstumsstadium am neunten Tage vorgenommen, 
wo teils mehr, teils weniger gut zusammenhangende diinne, weiBe, hautige 
Decken geerntet wurden. Fiir das spitere Stadium wurden die restlichen 
Kulturen am 55. Tage geerntet, deren Befund im groBen und ganzen der 
naimliche war, nur zeigte sich, daB die Mycelien hier mit stecknadelkopf- 
groBen Kérnchen durchsetzt waren, in dieser Struktur viel Ahnlichkeit 
zeigend mit den Ammonitimsulfatdecken von Penicillium. DaB Oidium 
lactis infolge Mangels eines invertierenden Enzyms Rohrzucker nicht als 
N-Gabe verwerten kénne, wurde friiher bereits beriicksichtigt.  Fiir ein 
trotzdem erfolgtes Wachstum wurde als naheliegend angenommen, dal, 
abgesehen von der auch noch als C- Quelle in Frage kommenden Weinséure, 
eine Inversion des Rohrzuckers auf Grund des normal sauren Charakters 
der Nahrlésung wie auch durch die beim N-Konsum frei werdende Schwefel- 
siiure zustande kommen konnte, womit in der Lavulose eine bessere C- Quelle 
geschaffen wire. 
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Tabelle X VJ. 





aT wes 
Gee | P2053 S825 Nim (85 
’ Alter im “ove sve. Acis 
N-Quelle wicht Mycel 2 ESL, Mycel -) Zucker 
7 yeleg -j Zi Z ditat 
Tage mg mg my m4. my 
Mittel Ammoniumsulfat 9 0,485 10,313 21,36 (29.577 59,98 3,87 8,78 
. ” 55 «0,586 12,617 21,25 (35,192 61,09 3,9 8.51 


Aus den Resultaten der Tabelle XVI geht nun hervor, da ein 
Verbrauch an Zucker tatsachlich stattgefunden hatte, die Entwicklung 
kam jedoch unter dem hemmenden EinfluB der H-lonenkonzentration 
der H,SO, bald zum Stillstand, welche gleichwie fiir Penicillium auch 
fiir Oidium lactis bereits in recht geringer Héhe nicht nur wachstums- 
sistierend, sondern auch formverindernd auf die Hyphenzellen ein- 
wirkte, obwohl doch sonst unser Pilz, seinem natiirlichen Standort 
entsprechend, einem organisch sauren Nahrboden (alte Milch) sehr 
wohl angepaBt ist und hier viel héhere Konzentrationen zu ertragen 
vermag. 

Auch in der Physiologie des Phosphors zeigte unter den vorliegenden 
Versuchsbedingungen Oidium lactis ein ganz ahnliches Verhalten wie 
Penicillium. Wiahrend der absolute P-Gehalt analog den Trocken- 
gewichten im ‘Alter sich noch um ein geringes erhéht hatte, war das 
prozentische Verhiltnis zwischen Phosphorsiiure und Trockensubstanz 
am 55. Tage noch das gleiche geblieben wie am neunten Tage. 

In der noch erfolgten Zunahme des Deckengewichts (das Mitte! 
von 0,586 ergab sich aus acht Parallelkulturen) hatten wir also auch 
bei diesem Pilz eine Neuanlage von Zellen zu erblicken, die in ihrem 
Aufbau den urspriinglichen vollstindig gleichgestellt war; eine Ab- 
spaltung von Phosphorsiure war nicht eingetreten. 

Obwohl Oidium lactis ein ausgepriigteres proteolytisches Vermégen 
besitzt als Aspergillus und Penicillium (Hefewassergelatine wurde 
von Oidium lactis verfliissigt, und zwar ziemlich stark, Aspergillus 
und Penicillium dagegen verfliissigten wihrend der gleichen Kulturzeit 
die Gelatine nicht), besteht vielleicht auch fiir diesen Pilz die Méglichkeit, 
daB am Erhaltenbleiben der organischen P-Verbindungen doch eine 
Enzymarmut gewisser Art beteiligt ist, zumal als sehr wahrscheinlich 
angenommen werden darf [schon Jwanoff') wies darauf hin], dab das 
proteolytische Enzym z. B. nicht identisch ist mit dem, welches als 
Nuclease bezeichnet, die Nucleinsiure des Nucleoproteids spaltet. 

Die auffallende Konstanz in den GréBen fiir den prozentischen 
Phosphorsiiuregehalt gab Anla® zu der Frage, wie unter den gegebenen 
Umstinden das Stickstoffschicksal gestaltet war. Es stellte sich heraus, 


') L. Iwanoff, Zeitschr. f. physiol. Chem. 39, 31, 1903. 
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daB der Verbrauch an Ammoniak-N bei diesem Orgenismus ein un- 
gewohnlich hoher war; es wurden bezogen auf die gebildete Trocken- 
substanz 6 Proz. Stickstoff, im Mittel gefunden, und es zeigte sich, 
daB dieser hohe relative Wert auch im Alter wie bei der Phosphorsiure 
unverandert geblieben war. Das Verhialtnis P,O,;:N stellte sich im 
jugendlichen Stadium auf 1: 2,808, im Alter auf 1: 2,875. Mit dem 
héheren Stickstoffgehalt geht also kein héherer Phosphorgehalt parallel ; 
als Ursache kénnte eine vermehrte Bildung spezifischer P-freier EiweiB- 
stoffe hier vorliegen, es kénnte auch mehr Chitin als Membransubstanz 
gebildet sein: doch laBt sich dieses im einzelnen nicht erkennen 


3. Dematium pullulans. 

Wiahrend sich auf Ammoniumsulfat fiir Oidium und Penicillium 
unter Beriicksichtigung der iibrigen hier obwaltenden Versuchsbedin- 
gungen eine starke Wachstumsbeeintriichtigung ergeben hatte, lernen 
wir fiir Dematium pullulans, welches fiir eine weitere Versuchsreihe 
benutzt wurde, darin eine N-Quelle kennen, welche diesem Organismus 
die bekannte und fiir ihn typische Entwicklungsmdéglichkeit gestattete. 

Schon am ersten Tage nach der Impfung machte sich das Wachstum 
bemerkbar, nicht in Gestalt erster Anlagen einer Deckenbildung, wie 
es bei den Organismen bisher der Fall war, sondern vielmehr qunter- 
getaucht, indem sich zunichst am Boden der KulturgefaBe weifgraue 
Mycelflickchen heranbildeten, die im Verlauf der beiden niichsten 
Tage die innere Glaswandung in wolligen Schleimklumpen dicht ge- 
dringt besetzten. Erst am vierten Tage zeigte sich das Wachstum mehr 
an die Kulturfliissigkeitsoberfliche verlegt, womit sich dann eine sehr 
schnelle Weiterent wicklung dieser Mycelkomplexe sowohl in den Umfang 
wie auch in die Tiefe des Nihrmediums einleitete. 

Am fiinften Tage trat in griinlichgelber, auch schwarzer Ver- 
firbung einzelner unregelmibig kreisf6rmiger Stellen die erste Gemmen- 
bildung in Erscheinung. Bildeten sich zunichst schlanke und farblose 
Hyphenzellen des Mycels aus, so trat bei Luftzutritt, im vorliegenden 
Falle also mit dem fiinften Tage, mehr die kurze, bauchig aufgetriebene 
Form obiger starkwandiger Dauerzellen hervor, deren aiuBere Zellhaut- 
schichten intensiv verquellen, und deren Membran Triiger der auffallen- 
den Verfiairbung ist. Die Verschleimung der Zellhaut, wie auch der Ton 
der Verfiirbung soll nicht nur beeinfluBt sein durch bestimmte Zucker- 
arten, sondern auch durch die N-Quellen, wie dies auch bei den orien- 
tierenden Vorversuchen zum Ausdruck kam. 

Da das Wachstum am neunten Tage bei der Mehrzahl der Kulturen 
zur Bildung einer auf der Oberfliche zusammenhingenden Myceldecke 
vorgeschritten war, wurden an diesem Tage die ersten Proben fiir 


das jiingere Entwicklungsstadium geerntct. 
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Tabelle XVII. 





Cc P.O P.O; wa N 
ree - > N Im 
Alter mm pro 8 oh & Aci« 
N-Quelle wicht “ Trocken- Mycel Trocken- : Zuck 
eames P Mycel substanz " substanz ditat — 
Tage 8 mg mg mg mg 


Mittel Ammoniumsulfat 9 0,244 5,790 24.29 (12,464 47,20 3.00 9.08 
54 0,952 13,171 13,88 (25,915 27,93 | 4,29 | 454 


Die Werte fiir die Trockengewichte der einzelnen Parallelkulturen 
waren entsprechend dem iiberall gleichmaBig erfolgten Wachstum 
von sehr guter Ubereinstimmung, wenn auch in bezug auf die vor- 
handen gewesene Nahrstoffquantitat und die auch sonst hier giinstig 
liegenden allgemeinen Wachstumsbedingungen die gebildete Trocken- 
substanz mit 0,244g im Mittel (s. Tabelle XVII) relativ gering aus- 
gefallen war. 

Dementsprechend hatte sich auch der Phosphorkonsum bei diesem 
jungen Pilzmaterial in niedrigen Grenzen gehalten, jedoch ist aus 
dem prozentischen Verhiltnis zur Trockensubstanz ersichtlich, daB 
der Verbrauch an Phosphorsiure, ebenso wie dies auch vom Stickstoff 
zu gelten hatte, sich ganz iibereinstimmend mit dem von Aspergillus, 
unter gleichen Bedingungen gezogen, verhielt. 

Wahrend also der Aufbay phosphorhaltiger, organischer Ver- 
bindungen im Vergleich zur Gesamtsubstanzmasse bei Dematium im 
jugendlichen Stadium in durchaus normaler Weise erfolgt war, blieb 
abzuwarten, wie sich bei der Art der Weiterentwicklung dies Verhiltnis 
der beiden GréBen im Alter verschieben wiirde. 

Die daraufhin am 54. Tage unterbrochenen Kulturen hatten samtlich 
eine noch recht betriachtliche Zunahme erfahren. Das reichlich schwarze 
und griinlichgelbe Gemmenkomplexe aufweisende stark verschleimte 
Mycel stellte in der charakteristischen Wachstumsform dieses Pilzes eine 
einzige gallertige, quallenartige Masse dar, die das ganze Nahrsubstrat 


durchsetzte. 
In welchem Umfange wiihrend dieses spaiteren Entwicklungsprozesses 


die Verschleimung vorherrschend gewesen war, mag der Umstand beleuchten, 
daB beispielsweise die Mycelschleimmasse einer Kultur, die nach dem 
54. Tage ein Trockengewicht von 0,915 g ergab, urspriinglich, d.h. gut 
zwischen Filtrierpapier abgetrocknet, ein Rohgewicht von 10,299 g be- 
sessen hatte. 

Was das Saurebildungsvermégen anbelangt, so tritt unter vor- 
liegenden Versuchsverhiltnissen ein solches fiir Dematium kaum 
hervor, wie andererseits eine gréBere Anpassungsfahigkeit und Resistenz 
gegeniiber der H,SO, zu bestehen scheint. 

Mit dem Steigen der Trockengewichte auf 0,952 g, im Mittel war 
auch der Verbrauch an Phosphorsiiure noch gestiegen, welcher hier 
etwas iiber das Doppelte der im jungen Pilzmaterial vorhanden ge- 
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wesenen Menge ausmachte, ein Zeichen dafiir, daB die Gewichts- 
vermehrung zu einem Teil auf einer stattgefundenen Neuanlage von 
Zellen fuBte, wobei auch neue Mengen Phosphorsiure Verwendung 
gefunden hatten. 

Wiahrend jedoch der absolute Phosphorsiuregehalt nur etwa um 
das Zweifache stieg, zeigte demgegeniiber die Trockensubstanz eine 
fast vierfache Zunahme. Die Proportionalitaét zwischen Gesamternte 
und Phosphorverbindungen, wie sie im Jugendstadium vorgelegen 
hatte, war im Laufe der spiteren Kulturperiode auf Kosten itiber- 
wiegend gebildeter P-freier Zellanteile verschoben, ein Umstand, der 
in der auBerst stark vorgeschrittenen Verschleimung der Membran 
begriindet lag, wie vielleicht auch zu gewissem Anteil in der vermehrten 
Fettproduktion, die bei Dematium mit Ausbildung der Gemmen einher- 
schreitet, welche besonders reich an Fett sind [v. Skerst*)]. 

Ganz aihnlich dem Verhalten von Aspergillus vollzieht sich auch 
bei Dematium wahrend der Periode einer lebhaft verfolgten Tendenz 
der Membranausgestaltung — hier spezifisch schleimiger Membran- 
verinderung — ein Absinken der relativen Phosphorsiuremenge unter 
gleichzeitiger gesteigerter Inanspruchnahme der Kohlenstoffquelle. 
Dieses devtet darauf hin, daB einmal der Aufbau vorziiglich kohlen- 
hydrathaltigen Zellmaterials im Vordergrunde steht, zum anderen auch, 
daB die Verschleimung ein ProzeB ist, bei dessen Abwicklung der 
Phosphorsiure keine direkte Funktion zufillt. 

Dem Phosphor analog verhilt sich auch hier der Stickstoff, der 
sich in gleicher Weise unter dem Gesichtswinkel der Verschleimung 
relativ stark verminderte, so daB auch ihm bei diesem Vorgang eine 
unmittelbare Mitwirkung nicht zuzumessen ist. (Verhaltnis P,O,;:N 
= 1: 1,943 bei 9 Tagen und 1: 1,995 bei 54 Tagen.) 

SchlieBlich sei nochmals auf den Gegensatz zwischen Aspergillus 
mit sehr intensiver und den drei anderen Pilzen mit nicht erkennbarer 
Phosphorsiureausscheidung hingewiesen. Es besteht dabei noch die 
Méglichkeit, daB diese drei Pilze zwar ihre alteren Hyphen degenerieren, 
aber befihigt sind, immer wieder die so frei werdende Phosphorsiure 
in neu angelegten Hyphen bzw. Sporen oder Gemmen festzulegen, so 
da8 im Endergebnis eine Phosphorsiureausscheidung nicht erkennbar ist. 
Auch konnte der Phosphor alter degenerierender Zellen ohne vorherige 
Ausscheidung direkt in neu angelegte Teile tibergehen. Wie es sich 
damit verhalt, kann nicht gesagt werden. Immerhin wiirde auch dann 
eine stirkere Fahigkeit von Aspergillus zur Selbstverdauung als das 
Wahrscheinlichste in Frage kommen. 


1) v. Skerst, Wochenschr. f. Brauereiw. 15, 354, 1898. 
Biochemische Zeitschrift Band 153. 28 
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Vi. Zusammenfassung. 

Die bei vorstehenden Untersuchungen erhaltenen Ergebnisse seien 
hier nochmals kurz zusammengefaBt : 

Die Phosphorsiureaufnahme von Aspergillus niger ist zu Beginn 
der Entwicklung besonders lebhaft, der prozentische Gehalt des jugend- 
lichen Mycels hoch. Die absolute Phosphorsiitureaufnahme und ihre 
Verarbeitung steigt bis zu einem Maximum, auf dem sie sich eine Zeitlang 
hilt. Hierauf setzen — um so intensiver, je schneller die durch auBere 
Verhaltnisse bedingte Entwicklung verliuft — Abbauvorgiinge ein, 
die wieder zu einer absoluten Phosphorsiureabnahme infolge einer 
Ausscheidung anorganischer Phosphorsiure fiihren, so daB auch der 
prozentische Gehalt schlieBlich auf einen sehr niedrigen Wert sinkt. 

Die Hohe der absoluten Phosphorsiureaufnahme und auch des 
prozentischen Phosphorgehalts hingen ebenfalls von zum Teil auBeren 
Umstinden ab. Unter iuBeren Bedingungen, die, wie z. B. bei einer 
durch groBe Oberfliche gesteigerten Luftzufuhr bei Gegenwart von 
Ammoniumsulfat (starke Schwefelsiurebildung), zu einer besonders 
groBen Trockensubstanzproduktion (Zellwandkohlenhydrate und Fett /) 
fiihren, bleiben absolute und relative Phosphorsiuregehalte gering, doch 
tritt auch hier die Ausscheidung und sehr wahrscheinlich zu einem 
friiheren Zeitpunkt als unter normalen Verhiltnissen ein. 

Andererseits wira der relative Phosphorgehalt durch Variation 
der gegebenen Phosphorsiuremengen kaum veriindert, trotz starker 
Beeinflussung der Trockensubstanzproduktion, wobei dann natiirlich 
die absolute Phosphorsiureaufnahme sich entsprechend andert. Auch 
bei Anderung der Stickstoffgabe fand sich die gleiche Erscheinung mit 
Ausnahme stark einseitig gesteigerter Nitrat-Stickstoffgaben, wodurch 
neben dem absoluten auch der relative Phosphorgehalt erheblich stieg. 

Zur Sporenbildung wird nicht in diesem Zeit punkt erst aufgenommene 
Phosphorsiiure verwendet, sondern die bereits in das Innere der Zelle 
aufgenommene; die Phosphorsiure wird in diesem Augenblick des 
Verbrauchs innerhalb der Zellen an den Ort des Verbrauchs trans- 
portiert. Ganz alte Mycelien zeigen bei Vorhandensein von Sporen 
noch erheblich héheren Phosphorgehalt als sporenlos gebliebene; der 
nicht bei der Sporenbildung verbrauchte Phosphor unterliegt der 
Ausscheidung in besonders hohem MaBe. 

Im Gegensatz zu Aspergillus niger léBt sich bei Oidium lactis, 
Penicillium WII und Dematium pullulans keine Ausscheidung von 
Phosphorsiure auch bei alteren Mycelien erkennen. Der absolute 
Phosphorgehalt steigt bzw. bleibt bis zum SchluB unverandert, ebenso 
der relative Phosphorgehalt bei Oidium und Penicillium, wahrend er 
bei Dematium infolge weiterer starker Trockensubstanzzunahme (Ver- 
schleimung) bei absolutem Steigen relativ sinkt. Der Grund fiir die 
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hier nicht erkennbare Phosphorsdureausscheidung ist nicht chne 
weiteres ersichtlich; hingewiesen sei aber auf den besonders groBen 
Reichtum von Aspergillus an den verschiedensten Enzymen, wodurch 
eine besondere Fahigkeit von Aspergillus zur Selbstzersetzung erklarlich 
werden kénnte. Jedenfalls kann, da Penicillium keine Sporen bildete, 
der Grund nicht in einer Festlegung der Phosphorséure in den 
Sporen sein. 

Der Stickstoff verhalt sich in allen Fallen dem Phosphor analog, 
nur daB er in weniger starkem MaBe der Ausscheidung unterworfen ist ; 
das Verhiltnis P: N erweitert sich zugunsten des Stickstoffs, woraus 
hervorgeht, daB kein konstantes Verhiltnis zwischen diesen beiden 
Elementen besteht, dieses vielmehr je nach den auBeren Bedingungen 
verschieden ist. 

Die auBerordentlich starke Trockensubstanzerzeugung bei groBer 
Oberfliche, also unter Verhiltnissen, die fiir den aeroben Betriebs- 
stoffwechsel besonders giinstig sind, scheinen darauf hinzudeuten, daB 
zwischen Aufbau und Abbau mehr unmittelbare Beziehungen bestehen, 
als das bisher bekannt ist. 
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Experimenteile Untersuchungen" 
iiber die Kohlenstoffausscheidung durch den Harn in der Norm, 
bei der Avitaminose, der Unterernihrung und dem Hunger. 
Zugieich ein Beitrag zur Energetik im menschlichen und tierischen Kérper. 


Von 
Kan-ichi Sechimizu (Osaka). 
(Aus der experimentell-biologischen Abteilung des pathologischen Instituts 
der Universitat Berlin.) 
(Eingegangen am 21. Oktober 1924.) 
Mit 4 Abbildungen im Text. 


In seiner Arbeit tiber das Wesen der Avitaminose, in der die ge- 
samte Stoffwechselstérung bei dieser Krankheit dargestellt ist, kommt 
A. Bickel (1) zu dem SchluB, daB bei der Aufstellung der Gesamtbilanz 
des Stoffwechsels nach dem gegenwartigen Stande der Forschung noch 
eine wesentliche Liicke klaffe: Es sei angesichts der Tatsache, daB 
bei der Avitaminose die N-freien kohlenstoffhaltigen Verbindungen im 
Kérper in gesteigertem Umfange umgesetzt werden, aber die Kohlen- 
siureausscheidung durch die Lungen nicht in entsprechender Weise 
gesteigert gefunden wird, nicht klar, wo der abgebaute Kohlenstoff 
bleibe, da ja gleichzeitig auch das Kérpergewicht bei dieser Krankheit 
abnehme ; und es sei unverstandlich, wie die Abnahme im Luftsauerstoff- 
verbrauch bei dieser Krankheit in Einklang gebracht werden kénne 
mit der faktischen Steigerung des Gesamtumsatzes. Er kommt daher 
zu dem SchluB, daB entweder die restierende K6érpermasse kohlen- 
stoffreicher werden miisse, wogegen allerdings eine gelegentliche Beob- 
achtung von Abderhalden (2) spreche, oder daB, was er fiir das Wahr- 
scheinlichste halt, durch den Harn kohlenstoffhaltige Verbindungen 
bei dieser Krankheit in vermehrter Menge zur Ausscheidung gelangten. 
Bickel meint, daB hier die Forschung erneut einzusetzen habe, wenn 
das Ratsel der avitaminésen Stoffwechselstérung gelést werden solle. 
Dieser Aufgabe habe ich mich auf Veranlassung von Herrn Prof. Bickel 
unterzogen und das Verhalten des Harnkohlenstoffs bei der Avitaminose 
untersucht. 

Es hatte im hiesigen Laboratorium Rubino diese Arbeit friiher 
schon in Angriff genommen; er war aber wegen seiner Abreise von 
Europa nicht tiber einige methodische Vorversuche hinausgekommen. 
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Das Verhalten des Harnkohlenstoffs bei Krankheiten ist wohl 
heute noch eines der am wenigsten studierten Kapitel in der patho- 
logischen Physiologie und der inneren Medizin. Das riihrt wohl nicht 
zum letzten daher, daB die Methodik der Elementaranalyse des Kohlen- 
stoffs im Harn sehr viel Zeit beansprucht, und da8 man _ bindende 
Schliisse natiirlich nur bei exakt durchgefiihrten Stoffwechselversuchen 
erhalt. Ferner geniigt es nicht, den Kohlenstoff allein zu bestimmen, 
sondern es muB auch der Gesamtstickstoff im Harn und Kot mit 
analysiert werden. 

Da die Avitaminose, wie aus der Arbeit von Bickel hervorgeht, 
haufig vergesellschaftet ist mit einer Resorptionsstérung, ohne daB 
diese Resorptionsstérung etwa eine notwendige Begleiterscheinung der 
Avitaminose ist, da ihr Zustandekommen nur von der zufalligen Lokali- 
sation der avitaminésen Gewebsschidigung im Magen-Darmkanal 
abhingt, war es erforderlich, auch die Zustainde der Unterernihrung 
und des Hungers mit in den Bereich der Untersuchung zu ziehen. 

Nach den Ausfiihrungen von Neuberg (3) gehért der C im Harn 
zwei Gruppen von Substanzen an, N-freien und N-haltigen. Uns inter- 
essieren hier die N-freien Kohlenstoffverbindungen, denn nur sie kénnen 
in Beziehung zur Oxydation der Fette und Kohlehydrate stehen. Wir 
denken dabei vor ailem an die Glykuronsiure, die Milchsiure ; von den 
fliichtigen Fettsiiuren wissen wir durch die Arbeit von Morinaka (4) 
aus dem hiesigen Laboratorium, daB sie bei der Avitaminose nicht im 
Harn vermehrt sind. Ebenso wissen wir aus den Beobachtungen von 
Handel (5) aus unserem Laboratorium, daB die Acetonkérper, die 
B-Oxybuttersiure bei der Avitaminose nicht vermehrt sind, und daB 
keine Ketonurie, keine Azidosis besteht. Ich habe vorliiufig die Frage 
nach dem quantitativen Vorkommen einzelner N-freier Kohlenstoff- 
verbindungen im Harn ganz beiseite gelassen und mich nur mit dem 
Gesamtkohlenstoff und seinem Verhiltnis zum Stickstoff beschaftigt. 
Denn bevor man an diese spezielle Frage heranging, schien es mir er- 
forderlich, zuerst einmal auf die allgemeine Frage Antwort zu suchen, 
wie tiberhaupt die gesamte Kohlenstoffausscheidung im Harn sich bei 
der Avitaminose verhalte. 

Zur Physiologie der C-Ausscheidung durch den Harn ist folgendes 
za bemerken. Bei gleichmaBiger Ernaihrung hat der Quotient C/N 
einen konstanten Wert. Er betragt beim Hunde, der mit ausgelaugtem 
Fleisch gefiittert wird, nach Frank und Tromsdorf (6) 0.48; das ist 
eine Zahl, die dem C/N-Werte im Harnstoff von 0,43 sehr nahe steht. 
Bei Kohlehydrat-Fettkost wurde nach Rubner (7) die Zahl 0,72 gefunden, 
Meissl (8) stellte am Schweine fest, daB um so mehr C im Harn aus- 
geschieden wurde, je gréBer in der Nahrung der Gehalt an Kohle- 
hydraten war. Man ersieht aus alledem, daB, je mehr Kohlehydrat 
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zur Zersetzung kommt, und je geringer der Stickstoffumsatz ist, der 
Quotient um so héher ansteigt. Man kann aber nach alledem bei gleicher 
Nahrung von einem C-Gleichgewicht des Kérpers sprechen, genau so 
wie man von einem N-Gleichgewicht redet. Die bei der Oxydation 
der Fette, Kohlehydrate und des EiweiBes frei werdenden N-freien 
}-Verbindungen werden also schon in der Norm nicht durchgingig 
bis zur CO, verbrannt und mit der Atmung ausgeschieden, sondern 
ein Teil dieser C-Verbindungen erscheint im Harn als ,,dysoxydabler 
Kohlenstoff**, wie Spiro (9) ihn genannt hat. Er entfallt, wie schon 
gesagt wurde, teils auf N-haltige Substanzen (Purine, Kreatinin, 
Oxyproteinsiuren), wie auch auf N-freie Korper, nimlich gepaarte 
Glykuronsiiuren und andere mehr. DaB die N-freien Komponenten 
des dysoxydablen Kohlenstoffs vorziiglich der Fett- und Kohlehydrat- 
zersetzung und vor allem der letzteren entstammen (Meissl), kann als 
sicher angenommen werden. Nach diesen Stoffen miissen wir bei der 
Untersuchung des Avitaminoseproblems vor allem fahnden. 

Angenommen, es wiirde, was ja nach den obigen Darlegungen 
durchaus wahrscheinlich ist, bei einer Vermehrung der Fett- und Kohle- 
hydratzufuhr eine Steigerung des Quotienten schon durch eine ver- 
mehrte C-Ausscheidung zustande kommen, so miiBte das gleiche auf- 
treten, wenn bei gleicher Ernahrung aus irgendwelchen Griinden ein 
vermehrter Fett- und Kohlehydratumsatz im Kéorper Platz griffe; 
und es miiBte in diesem Falle der dysoxydable C im Harn noch um so 
mehr vermehrt sein, wenn gleichzeitig aus irgendwelchen Griinden die 
Oxydation des Fettes und der Kohlehydrate, also die CO,-Produktion 
vermindert wire. Es wiirde dann der bei der Fett- und Kohlehydrat- 
umsetzung auftretende C anstatt in der Form der CO, durch die Lungen 
in Form dysoxydabler N-freier Kohlenstoffverbindungen durch den Harn 
eliminiert werden. Es wiirde dann die Umsatzvermehrung der Fette 
und Kohlehydrate bei verminderter Oxydation und verminderter 
CO,-Ausscheidung und unverindertem prozentigen C-Gehalt des 
Protoplasmas vollauf erklirt werden kénnen. 

In der Tat liegen nun auch schon Beobachtungen vor, daB unter 
gewissen besonderen Bedingungen, bei denen Zustinde eintreten, 
die auf der Grenze zwischen Physiologischem und Pathologischem 
stehen, Anderungen im Quotienten C/N vorkommen. So sah Spiro (9) 
bei Temperaturverinderungen, namentlich nach Abkithlungen, Schwan- 
kungen im Quotienten auftreten. 

Zuntz, Loewy, Miiller und Caspari (10) beobachteten als Wirkung 
des Hochgebirgsklimas eine Steigerung des kalorischen Quotienten im 
Harn WE/N (Wirmemenge, welche der Harn pro Gramm N enthalt). 
Diese Steigerung des kalorischen Quotienten kann gewiB durch eine 
Vermehrung des Harns an N-freiem dysoxydablen C zustande kommen. 
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Es tragt aber sicher, wie Loewy nachwies, bei der Hochgebirgsklima- 
wirkung vor allem ein gréBerer Gehalt des Harns an Aminosiiuren 
dazu bei, die als niedrigere Oxydationsstufen des Eiweibes einen 
gréBeren C-Gehalt haben. Ich bemerke hier schon, daB bei der durch 
keine Resorptionsstérung komplizierten Avitaminose nach den Ver- 
suchen von Yoshiue (11) in unserem Laboratorium Aminosiuren fit 
eine Steigerung des Quotienten nicht in Frage kommen, da, abgesehen 
von der priimortalen Periode, der prozentige Anteil der Aminosiuren 
am gesamten Harn-N, ja sogar die absoluten Werte fiir die Amino- 
siuren durch die Avitaminose nicht geindert werden (Versuche 6 und 7 
von Yoshiue). 


I. Das Verhalten des Quotienten (C/N beim Hunger. 

Benedict (12) fand, daB in einer siebentigigen Hungerperiode der 
Quotient von 0,67 auf 1,12 anstieg. Andere Autoren haben verschiedene 
Resultate bei ihren Versuchen erhalten, bald eine Steigerung, bald 
keine Anderung gesehen [Literatur s. bei Blumenthal (19)]. Ich fand 
in meinem Versuch 1, bei dem 
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Abb. 1. Kurve zu Versuch 1! 


. In der Pfeilrichtung: Durchschnittswerte nach 
kommt. In dem dritten und 6 tagiger Normalfiitterung. Rechts von dem Pteil 


vierten Abschnitt aber vermindert Hungerperiode. 

sich die Kohlenstoffausscheidung erheblicher, wihrend die N-Aus- 
scheidung ungefiihr auf der alten Héhe bleibt. Dadurch sinkt der 
Quotient wieder etwas. In dem fiinften Abschnitt aber steigt lie 
N-Ausscheidung rapide, die C-Ausscheidung nur zégernd an. Es ist 
offenbar das N-freie Kérpermaterial weitgehend aufgebraucht, und das 
Eiwei8 wird nun verstirkt eingeschmolzen. Der Quotient sinkt 
darum weiter und erreicht wieder seinen Normalwert von der Vor- 
periode. In den letzten Tagen vor dem Tode, nimlich in der sechsten 
Periode endlich nimmt die EiweiBzersetzung und damit die N-Aus- 


gleich zum Harn-C  zustande 
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scheidung einen noch gréBeren Umfang an, wahrend die C-Ausscheidung 
offenbar nur sehr wenig noch wachsen kann. Der Quotient C/N erfahrt 
darum eine gewaltige Erniedrigung, d. h. er wird stark subnormal. 


Ergebnis. 


Beim absoluten Hunger steigt der Quotient C/N zuerst an, um 
dann allmihlich bis tief unter die Norm abzusinken. Der Anstieg fallt 
in die Zeit, in der N-freie Stoffe zum Umsatz dem Kérper noch reichlich 
zur Verfiigung stehen. Der Abfall jedoch fallt in die Periode, in der 
im Kérper vor allem EiweiBbestande angegriffen werden. 

Die Steigerung des Quotienten beruht auf einer relativ zum N 
vermehrten Ausscheidung von C. Erstens kann das beim Hunger 
beruhen auf einer Vermehrung der Aminosiureausscheidung, wie sie 
die Untersuchungen von Freund (17) und Brugsch (18) uns als charak- 
teristisch hierbei kennengelehrt haben. Eine Vermehrung der Purin- 
kérper (Harnsiure plus Nucleinbasen) findet im Hunger in der ersten 
Zeit nicht statt, sondern deren Ausscheidung vermindert sich im Gegen- 
teil progressiv mit dem fortschreitenden Hunger und nimmt im Ver- 
hiltnis zur Harnstoffausscheidung jedenfalls nicht zu, sondern eher ab. 
Ein vermehrtes Auftreten von Purinkérpern kann also beim Hunger 
nicht als Ursache fiir die Quotientanderung in Frage kommen. Zweitens 
kann die relativ vermehrte C-Ausscheidung im Hunger beruhen auf 
einer Vermehrung N-freier C-Verbindungen, die von den N-freien 
Spaltprodukten des EiweiBes oder vom Fett- und Kohlehydratumsatz 
zu stammen vermégen. Da nun Liithge (19) im Hungerharn eine ver- 
mehrte Oxalsiuremenge gefunden hat, die méglicher Weise iiber die 
Glykuronsiure hin zum Fett- und Kohlehydratstoffwechsel fihrt 
[P. Mayer (21)], da ferner der Hungerharn Aceton, Acetessigsiure und 
Oxybuttersiure enthilt, also Substanzen, die zweifellos, wenn auch 
vielleicht nicht ausschlieBlich mit dem Fettstoffwechsel in Verbindung 
stehen, so werden wir mit der Annahme nicht fehlgehen, daB die 
Steigerung in der C-Ausscheidung durch den Harn im Hunger neben 
den unvollkommen oxydierten N-haltigen EiweiBabkémmlingen vor 
allem auf unvollkommen oxydierten Spaltprodukten der Fette beruht, 
so weit diese beim Hunde iiberhaupt zur Ausscheidung durch den 
Harn gelangen. 

Wenn wir nun weiter beobachten, da8 in der pramortalen Hunger- 
periode des hochgradig gesteigerten N-Zerfalls mit der N-Ausscheidung 
auch die C-Ausscheidung, wenn auch in geringerem Umfange, in die 
Hohe geht, werden wir zu erwiigen haben, ob das nicht auf einen Zerfall 
N-freien Materials auch noch in dieser Periode hinweist, da ja F. N. 
Schulz (13) bei Inanitionsversuchen feststellte, daB auch in der Periode 
der gréBten EiweiBzersetzung der Kérper noch iiber Fett verfiigt. 
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Er meint daher, da fiir diesen EiweiBzerfall nicht Fettmangel, sondern 
eine andere Ursache (Autointoxikation) maBgebend sei. Es kann sich 
aber natiirlich auch um gesteigerten Zerfall N-freier EiweiBkomplexe 
handeln bei der C-Vermehrung im Harn. 


Il. Das Verhalten des Quotienten C/N bei der Unterernihrung. 

Ich habe diesen Versuch 2 so angeordnet, daB ich einem Hunde 
zunichst eine auf sein Kérpergewicht berechnete, kalorisch-suffiziente, 
aus EiweiB, Fett und Kohlehydraten bestehende Nahrung gab. Das 
Kérpergewicht zeigte in dieser ersten sechstigigen Periode unter 
Schwankungen eine leichte Tendenz zur Zunahme. In dieser ganzen 
Periode betrug die Gesamt-N-Ausscheidung im Harn 21,74¢, die 
gesamte C-Ausscheidung im Harn 14,71 g. Die durchschnittliche 
N-Bilanz war + 0,48 ¢, der Quotient 0,6766. 

Vom 7. bis 18. Tage bekam der Hund dann mit der Nahrung 
5g EiweiB weniger. Dementsprechend ging die N-Ausscheidung im 
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Abb. 2. Kurve zu Versuch 2. 


der vorhergehenden Periode erreicht 
hatte. Die Ausnutzung der Nahrung 
im Darm war etwa so, wie in den 
ersten 6 Tagen des Versuchs. Die N-Ausscheidung im Harn betrug 
19,04 g, die C-Ausscheidung 13,21, die N-Bilanz +- 0,22 g, der Quotient 
0.6941 in dieser Periode. 

Aus diesen Beobachtungen ergibt sich, daB ein kleiner Eiweif- 
entzug aus der Nahrung, der die N-Ausscheidung im Harn herabgehen 
und die N-Bilanz schwiicher positiv werden liBt, auch die C-Aus- 
scheidung im Harn vermindert. Das ist ja auch einleuchtend, weil 
mit dem weniger resorbierten und umgesetzten Eiwei8 auch weniger 
dysoxydabler C, soweit er aus dem Eiweif stammt, gebildet wird. 
Wiirde nun nur so viel C weniger ausgeschieden, als es dem N-Defizit 
bei dem EiweiBentzug entspricht, wiirde dabei aber dieselbe Menge C 
aus Fett und Kohlehydrat zur Ausscheidung kommen, die in derjenigen 
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Periode ausgeschieden wurde, in der noch die gréBere EiweiBmenge 
verabreicht wurde, dann miiBte der Quotient in die Héhe gehen. 

In der Zeit vom 7. bis 12. Tage, in der das Kérpergewicht trotz 
des EiweiBdefizits infolge besserer Ausnutzung der Nahrung noch 
zunahm, senkte sich aber der Quotient leicht. Also muB in dieser 
Periode trotz des EiweiBdefizits weniger Fett und Kohlehydrat um- 
gesetzt worden sein, wofiir ja auch die K6érpergewichtszunahme in 
dieser Periode und die leicht verminderte C-Ausscheidung im Harn 
spricht. Das prozentige Verhiltnis der einzelnen N-haltigen Kom- 
ponenten des Harn-N mu ebenfalls normal gewesen sein. C-reichere 
N-Verbindungen kénnen kaum vermehrt aufgetreten sein, anderenfalls 
hitte der Quotient steigen statt fallen miissen. 

Als sich nun vom 13. Tage an das Kérpergewicht bei einer Nahrungs- 
ausnutzung wie in der Zeit vom 1. bis 6. Tage auf einen bestimmten 
Wert genau eingestellt hatte, und mit der deutlich schwacher positiv 
werdenden N-Bilanz die N-Ausscheidung im Harn etwas zunahm, 
nahm auch die C-Ausscheidung zu, aber sie nahm doch stirker zu, als 
es der N-Ausscheidung entsprach, denn der Quotient C/N ging in die 
Hohe. Es muB also in dieser Periode Fett und Kohlehydrat stirker 
umgesetzt worden sein als in der voraufgehenden. Das geht auch 
aus dem Stillstand des Korpergewichts hervor, das in der vorauf- 
gehenden Periode mit dem geringeren Umsatz an N-freiem Material 
leicht zugenommen hatte. 

Die Vermehrung der C-Ausscheidung kénnte allerdings auch 
darauf beruhen, daB unvollkommen oxydierte N-haltige Kohlenstoff- 
verbindungen, z. B. Aminosiuren oder andere C-reichere N-Ver- 
bindungen, in gréBerer Menge ausgeschieden wurden. Indessen ist 
nicht ersichtlich, warum bei gleichbleibendem Kérpergewicht und 
immer noch positiver N-Bilanz bei einem im iibrigen normalen Tiere 
eine solche Verschiebung in den N-haltigen Harnkomponenten auf- 
treten sollte. Sie ist auch nie unter solchen Verhaltnissen beim normalen 
Kérper beobachtet worden. Es ist also wahrscheinlicher, daB das 
Kohlenstoffplus im Harn in dieser Periode von einer gréBeren Fett- 
und Kohlehydratzersetzung herriihrt. 

Das Ergebnis aller dieser Beobachtungen la8t sich dahin zusammen- 
fassen, daB eine leichte Einschriinkung in der N-Zufuhr nur dann zu 
einer in bezug auf den Harn-N relativen Vermehrung des Harn-C fiihrt. 
wenn die gesamte Nahrungszufuhr und -resorption derart ist, daB 
das Kérpergewicht konstant bleibt. Nimmt das Kérpergewicht trotz 
der Nahrungseinschrankung noch weiter zu, so wird diese Harn-C-Menge 
geringer. Nimmt es aber ab, so wird sie wahrscheinlich ausweislich 
des Hungerversuchs | im Abschnitt I noch gréBer als bei konstantem 
Gewicht. 
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Eine Herabsetzung im N-Umsatz, also auch eine Herabsetzung in 
der EiweiBresorption, muB aber immer bei sonst gleichbleibendem 
Umsatz der N-freien Substanzen zu einer Steigerung des Quotienten 
fiihren. 

Als ich nunmehr vom 19. Tage an bei meinem Hunde die Kohle- 
hydratzufuhr um 10g einschriinkte, als also nunmehr der Hund, auf 
sein damaliges Gewicht berechnet, tatsiichlich unterernihrt wurde, 
und das Kérpergewicht anfing zu sinken, wurde die N- und C-Aus- 
scheidung im Harn erhéht, der Quotient ging herauf, es bestand fast 
genaues N-Gleichgewicht, denn die N-Bilanz war +-0,001 im Durch- 
schnitt der Zeit vom 19. bis 24. Tage. Das Kohlehydratdefizit in der 
Nahrung wurde ersetzt durch einen stirkeren Umsatz an N-freiem 
und N-haltigem Material (Nahrung plus Kérpersubstanz). Da der 
Quotient trotz Vermehrung der N-Ausfuhr durch den Harn anstieg, 
muBte vor allem Fett und Kohlehydrat mehr verbraucht worden sein, 
wenn nicht, was bei dem N-Gleichgewicht kaum anzunehmen ist, 
eine abnorme Verteilung der N-haltigen C-Verbindungen im Harn 
Platz gegriffen hatte. 

Bei einer durch Kohlehydratmangel erzeugten Unterernahrung 
wird also zunichst genau wie beim absoluten Hunger mehr N-freies 
Material umgesetzt als N-haltiges, bei gesteigerterh Umsatz von beiden. 

In der nun folgenden Wothe aber wurde bei unveriinderter Nahrung 
N deutlich gespart, und zwar so kraftig, daB die N-Bilanz stirker 
positiv wurde. Das Kérpergewicht blieb unverandert. Die Kohlenstoff- 
ausscheidung nahm auch ab. Der Quotient C/N erreichte wieder seinen 
Normalwert. Es hatte sich also der Kérper durch Gewichtsabnahme 
auf die veriinderten Bedingungen der Erniahrung eingestellt und war 
wieder hinsichtlich des Verhiltnisses der N- und C-Ausscheidung, 
wenn auch beide absolut vermindert waren, normal geworden. 

Leider trat jetzt bei dem Hunde aus unbekannter Ursache ein 
Magen-Darmkatarrh auf. Es kam zu einer Resorptionsstérung, zu 
Kérpergewichtsabfall, zu vermehrter N- und C-Ausscheidung, der 
Quotient stieg an, es wurde also mehr C als N ausgeschieden. Da der 
Hund auch einen pathologischen Allgemeinzustand aufwies, ist diese 
Periode nicht fiir die Entscheidung der Frage zu benutzen, wie eine 
durch rein lokale Ursachen bedingte Resorptionsstérung auf den 
Quotienten und die N- und C-Ausscheidung im Harn wirken. 


Ergebnis. 

Bei miBiger Unterernihrung durch Einschrankung der Kohle- 
hydrate in der Nahrung steigt der Quotient so lange leicht an, bis der 
K6rper durch Gewicht sverminderung sich auf das verminderte Nahrungs- 
quantum eingestellt hat. Dann wird der Quotient wieder normal 
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Diese Steigerung des Quotienten beruht vor allem auf einer Vermehrung 
der C-Ausscheidung durch den Harn, hinter der die gleichfalls auf- 
tretende Vermehrung der N-Ausscheidung zuriickbleibt. Es handelt 
sich bei der ganzen Erscheinung wahrscheinlich um eine voriiber- 
gehende, iiberkompensatorische Reaktion des Kérpers auf die plétzliche 
Nahrungseinschrankung, auf die der Kérper wahrscheinlich mit einem 
voriibergehenden gesteigerten Umsatz N-freien Materials antwortet. 

Bei maBiger Unterernihrung durch Einschrinkung des EiweiBes 
in einer den Bedarf etwas iiberschreitenden Nahrung wird zunichst 
weniger C im Harn ausgeschieden, und zwar absolut wie auch relativ 
zum N. Der Quotient sinkt. Das deutet darauf hin, daB der Umsatz 
der N-freien Verbindungen wegen des EiweiBmangels zunichst ebenfalls 
eingeschrankt wird. Bei langem Bestehen des EiweiBmangels steigt 
aber dann die C-Ausscheidung an, was fiir gesteigerten Umsatz N-freien 
Materials spricht, da fiir die Annahme einer unvollkommenen Oxydation 
des an N gebundenen C kein Anhaltspunkt vorliegt. Darum geht also 
bei einer kleinen EiweiBeinschrinkung bei einer den Bedarf etwas 
iiberschreitenden Nahrung zunichst der Quotient herab, um dann 
wieder anzusteigen. 


Ul. Das Verhalten des Quotienten C/N bei der Avitaminose. 

Wenn man das Verhalten des Quotienten C/N bei der reinen 
avitaminésen Stoffwechselstérung beobachten will, dann kann man 
nur solche Versuche oder solche Abschnitte aus einzelnen Versuchen 
verwenden, bei denen die Avitaminose nicht kompliziert durch Re- 
sorptionsstérungen ist. Sobald Resorptionsstérungen auftreten, muB 
durch die hierdurch bedingte Unterernahrung die N- und C-Ausscheidung 
durch den Harn und damit der Quotient beeinfluBt werden. DaB die 
Resorptionsstérung keine notwendige Begleiterscheinung der Avita- 
minose ist, wurde von Bickel (1) und seinen Mitarbeitern bewiesen. 

Bei meinem ersten Avitaminoseversuch (Versuch 3) war in den 
ersten 20 Tagen der Avitaminose die Resorption im Darm tadellos, 
ja eher etwas besser als in der Vorperiode mit vitaminhaltiger Nahrung. 
Das zeigte sich an dem gleichbleibenden N-Gehalt des Kotes, wie an 
der leichten Verminderung der Gesamtkotmenge. In der zweiten 
Dekade der Avitaminose wurde die N-Bilanz, die vorher positiv gewesen 
war, negativ. Die N- und C-Ausscheidung im Harn war vermehrt 
und der Quotient stieg an von 0,62 auf 0,65. Es mu8 also im Verhiltnis 
zum N mehr C ausgeschieden worden sein. Das zeigt, daB die Avita- 
minose auch bei tadelloser Nahrungsresorption zu einer stirkeren Ver- 
mehrung des dysoxydablen C im Harn fiihrt, als es der Norm entspricht. 

Im Zustand der Avitaminose bei gleichzeitig tadelloser Nahrungs- 
resorption fehlt jede Azidosis, sind die Aminosiuren im Harn nach 
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Yoshiue (11) nicht vermehrt. In den ersten Wochen der Avitaminose 
zeigt aber auch der Harnséure- und Allantoingehalt des Harns nach 
Adachi und Yoshiue (11) keine nennenswerte Verinderung. Es treten 
héchstens Verschiebungen in dem gegenseitigen Verhaltnis von Harn- 
siure zu Allantoin auf. Alles das zeigt an, daB die Vermehrung des 
Harnkohlenstoffs in den 
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Avitaminose sich mit einer Resorptionsstérung verbindet, auch das 
EiweiB mangelhaft oxydiert, wie wir es auch beim absoluten Hunger 
ohne Avitaminose sahen. Ein avitamindses, infolge einer leichten Re- 
sorptionsstérung nur ganz wenig untererndhrtes Tier verhdlt sich also 
wie ein stark hungerndes Normaltier in bezug auf die Aminosdure- 
ausscheidung im Harn. 

Bei der durch leichte oder schwere Unterernahrung komplizierten 
Avitaminose werden also der absoluten C-Vermehrung im Harn zwei 
Ursachen zugrunde liegen: 1. Die 














$ 35 $5 35 , 
3.°5 38 3S  Ausscheidung mangelhaft oxy- 
~~ _ — ° . ~ , . 
Z22- 2- 2  dierter N-haltiger C-Verbindun- 
ae ‘oS z = 2c . . 
#2 5 z3 =3 gen, 2. die Ausscheidung mangel- 
° sie = . a . - 
§ = ge gs haft oxydierter N-freier C-Ver- 
2s £36 z . 4 iM : 
i fon” de =~  bindungen; der stirkeren Steige- 
- ee We) = c 2 
= i 2 Se Se rung des Quotienten werden aber 
s s238 <3 <8 . y s 
3 3 82%s 82 83 diese beiden Ursachen, und 
e . . = : . . 
S$ 2 $8 22§2%e§2eg auberdem die absolut vermin- 
3 eg SE SSeS e mS om 
5 € Ef eeteesel? derte N-Ausscheidung bei einer 
3 & §$ Ger esresm a & 
FE S$ Sy Soesvcesvc ‘lativ zu ih ‘eniger vermi 
© £ ge ee=oueSex= relativ zu ihr weniger vermin- 
oe = 5 55% 3. derten Total-C-Ausscheidung zu- 
{ i | i ey grunde liegen. 

8 aa} ‘25 Gas © ao Cs oe a An diese Periode der mit 
ens A Unterernihrung komplizierten 
Le. gaa pee ies: ce ee ee cee ick TS ye 
$s §& “| Avitaminose habe ich in dem vor- 
iy 39 ry, Tes ——1_ liegenden Versuch eine Periode 

& " *n. inder ic 
S 5 -g5+—+_+_+_| + {| angesc hlossen, in der ichden Hund 
& 8 | vollstandigem Hunger  unter- 
ee eS ee ee Se ee ee ; 

ss 1: . Ft warf. Nunmehr wurde innerhalb 

= s | - . +r 

93 843+-—_+—_+-—-— ye a ee 5 Tagen die N- und C-Aus- 

~ - . . . es 

ge & om Naewout! scheidung stark eingeschrankt, 

¥? &42z7— _ a > abererstere weit mehr als letztere 
= Horn-C absolut . 2 . , 

7 oft —_s +—_+—+—+—; sodaB der Quotient gewaltig an- 

ae . is stieg. Als ich dann das Tier 

o 4 - - . . . 

if f i ¥ # #& wieder fiitterte — die Resorptions- 


Zehrtage FPerioden 


) ie he — } y 
sh 6 Satin ns Cds & stérung blieb bestehen —, ging 


der Quotient wieder etwas zuriick. 

Bei meinem zweiten Avitaminoseversuch (Versuch 4) war in den 
ersten 10 Tagen der Avitaminose die Resorption sogar besser als in 
der Vorperiode mit normalem Futter. Das zeigte sich sowohl an der 
verminderten Trockenkotmenge, wie an dem geringeren N-Gehalt des 
Kotes. Trotzdem war bei voriibergehend ansteigendem Kérpergewicht die 
N- und C-Ausscheidung im Harn wesentlich erhéht, letztere mehr als 
erstere, der Quotient ging in die Héhe. Die N-Bilanz war schwach positiv. 
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DaB eine etwas vollkommenere Nahrungsresorption an sich bei 
unverindertem Nahrungsgemisch den Quotienten in die Héhe treiben 
sollte, dafiir haben wir keinen Anhaltspunkt. In dem vorliegenden 
Falle fiihrte diese bessere Ausnutzung der Nahrung sogar trotz ihrer 
Vitaminfreiheit noch zu einer Steigerung des Kérpergewichts, aber 
die N-Bilanz wurde dennoch schwicher positiv, als sie in der Vorperiode 
bei der etwas schlechteren Ausnutzung der Nahrung gewesen war. 
Das beweist im Verein mit den absolut gesteigerten Harn-N- und 
C-Mengen, daB an sich ein verstarkter Umsatz im Kérper mit dem 
Eintritt der Vitaminfreiheit der Nahrung Platz gegriffen hatte, der 
aber wegen der besseren Nahrungsausnutzung doch noch eine leichte 
Korpergewichtszunahme gestattete. Der Verbrauch war also absolut 
gesteigert, bei der besseren Nahrungsausnutzung aber doch noch nicht 
so gesteigert, daB er diese in jeder Beziehung tiberkompensiert hitte. 
Nur N wurde weniger angesetzt; denn die N-Bilanz wurde schwiicher 
positiv. Fett und Kohlehydrat muBten daher noch angesetzt worden 
sein. Wenn trotzdem der Quotient anstieg, so konnte das bei dem 
qualitativ normal verlaufenden, aber quantitativ gesteigerten N-Stoff- 
wechsel nur geschehen, wenn im Verhiltnis zam N mehr dysoxydabler 
© im Harn erschien, der aus N-freien Verbindungen, sei es den N-freien 
EiweiBkomplexen oder den Fetten oder den Kohlehydraten stammte. 

In den zweiten 10 Tagen der Avitaminose war bei fallendem 
Koérpergewicht die Resorption etwas schlechter, auch ein wenig 
schlechter als in der Vorperiode. Die N-Bilanz war stirker negativ 
geworden. Die Steigerung in der N- und C-Ausscheidung und die Er- 
héhung des Quotienten nahmen weiter zu. 

In den dritten 10 Tagen der Avitaminose war bei weiter fallendem 
Koérpergewicht und etwas verminderter negativer N-Bilanz die Re 
sorption so gut wie in der Vorperiode. Die N- und C-Ausscheidung 
gingen ein wenig zuriick, aber der Quotient stieg weiter an. Die C-Aus- 
scheidung hatte also relativ zum N stirker zugenommen. 

In der vierten und fiinften Dekade stellte sich eine leichte Re- 
sorptionsstérung ein. Die N-Ausscheidung nahm aber trotzdem all- 
mihlich zu, in gréBerem Umfange noch die C-Ausscheidung. Der 
Quotient stieg stark an. Die N-Bilanz blieb darum negativ, das Kérper- 
gewicht sank. Am 55. Tage der Avitaminose starb der Hund an dieser 
Krankheit. Der Quotient blieb hoch bis zum Tode. 

Es zeigt also dieser zweite Avitaminoseversuch, dap bei der durch 
keine Resorptionsstérung komplizierten Avitaminose, ja dap sogar bei 
der Avitaminose, noch bevor die Kérpergewichtsverminderung sich zeigt, 
der Quotient ansteigt bei vermehrter N- und C-Ausscheidung im Harn, 
und dag auch bei einer Besserung der Resorption nach einer voriiber- 
gehenden Verschlechterung der Quotient weiter in die Héhe geht, also das 
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immer mehr C ausgeschieden wird im Harn, als es dem N entspricht, 
und da endlich eine voriibergehende Resorptionsstérung auf den Quotienten 
gleichsinnig wirkt wie die Avitaminose selbst. 


Ergebnis. 

Bei der durch keine Resorptionsstérung komplizierten Avitaminose 
wichst die N- und C-Ausscheidung im Harn an, letztere stirker als 
erstere, und der Quotient C/N steigt an. 

Wie schon friiher erwihnt wurde, kann ausweislich der Unter- 
suchungen von Yoshiue (11) ein erhéhter Gehalt des Harns an Amino- 
siuren oder anderen starker C-haltigen N-Verbindungen fiir den relativ 
gesteigerten C-Gehalt des Harns in den hier in Frage kommenden 
friiheren Stadien der Avitaminose bei ungestérter Nahrungsresorption 
nicht verantwortlich gemacht werden, ebensowenig eine Ketonurie. 

Bei der durch Resorptionsstérung komplizierten Avitaminose 
verstirkt das Auftreten von mangelhaft oxydierten N-haltigen C-Ver- 
bindungen die Erhéhung des Quotienten, wie wahrscheinlich auch bei 
stiirkerer Resorptionsstérung eine Azidosis. 


IV. Das Verhiltnis des Quotienten C/N beim Wechsel zwischen normaler 

Ernihrung, absolutem Hunger und vitaminfreier Ernihrung. 
Der vorliegende Versuch 5 zerfiel in sieben Sechstageperioden : 

Erste Periode: normale Erni&hrung. 
Zweite Periode: absoluter Hunger. 
Dritte Periode: normale Ernihrung. 
Vierte Periode: vitaminfreie Ernihrung bei Spontanfiitterung. 
Fiinfte Periode: vitaminfreie Ernihrung bei Spontanfiitterung 
Sechste Periode: vitaminfreie Ernihrung bei Zwangsfiitterung. 
Siebente Periode: absoluter Hunger. 

In der ersten Periode bestand bei normaler Ernihrung Gleich- 
gewicht im Kérpergewicht und Stickc* ond eine sehr schwach 
positive N-Bilanz. Der Quotient betrug 6,67. In der zweiten Periode 
mit absolutem Hunger sank das Kérpergewicht, es ging die N-Aus- 
scheidung stark zuriick, die C-Ausscheidung stieg ein wenig an. Der 
Quotient erhob sich auf 1,02. Im Verlauf der dritten Periode mit 
normaler Ernaihrung blieb das Kérpergewicht stehen, die N-Bilanz 
war etwas stirker positiv als in der ersten Periode, in den ersten 3 Tagen 
blieb der Quotient noch unverindert hoch bei gesteigerter N- und C-Aus- 
scheidung. In den folgenden 3 Tagen dieser dritten Periode sank der 
Quotient etwas, nimlich auf 0,80. Im Durchschnitt dieser Periode 
betrug der Quotient 0,98, am letzten Tage war er mit 0,67 wieder 
normal geworden. Die N-Ausscheidung war im Durchschnitt so grof 
wie in der ersten Periode des Versuchs, die C-Ausscheidung aber gréBer. 
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Als jetzt die dritte Periode Nr. 4, 5 und 6 mit vitaminfreier Ernahrung, 
wobei die Nahrung, natiirlich abgesehen von dem Vitamingehalt. genau 
sO Zusammengesetzt war wie in der ersten Periode, kamen, nahm das 
Kérpergewicht allmahlich und ziemlich kontinuierlich ab, in der ersten 
dieser vitaminfreien Perioden, namlich in der Periode Nr. 4, in der 
keine Resorptionsstérung vorlag, stieg aber der Quotient wieder an 
auf 1,04. Schon am ersten Tage der vitaminfreien Ernihrung hatte 
er sich auf 0,97, am zweiten Tage auf 1,02 erhoben. Die N-Bilanz war 
schwicher positiv geworden, die N-Ausscheidung war genau so grof} 
geworden, wie in der dritten und ersten Periode des Versuchs, die C-Aus- 
scheidung aber wesentlich erhéht, auch im Vergleich zur dritten Periode. 

Es hat also die avitaminése Ernahrung sofort zu einer Steigerung 
in der C-Ausscheidung und einer Erhéhung des Quotienten gefihrt, 
ohne daB im Vergleich zur ersten Periode eine Resorptionsstérung vorlag. 

In der fiinften Periode (zweite Periode avitaminéser Fiitterung) 
setzte eine sehr leichte Resorptionsstérung ein. Dabei war aber die 
N-Bilanz ein wenig starker positiv geworden, die N-Ausscheidung eine 
Spur zuriickgegangen, die C-Ausscheidung aber gesteigert worden. Der 
Quotient ging stirker in die Héhe, auf 1,18. 

In der sechsten Periode (dritte Periode avitaminéser Fiitterung) 
wurde das Tier zwangsgefiittert, da es die Nahrung nicht mehr quanti- 
tativ auffressen wollte. Die Resorptionsstérung verstarkte sich, die 
N-Ausscheidung ging leicht zuriick, die C-Ausscheidung stieg weiter 
an, die N-Bilanz wurde schwach negativ, der Quotient erreichte den 
Wert 1,33. 

Als nun in der siebenten Periode das Tier absolutem Hunger 
unterworfen wurde, schnellte der Quotient bei stark herabgesetzter 
N- und C-Ausscheidung auf 2,02 herauf. 

Dieser ganze Versuch bietet nun noch die folgende auffallende 
Erscheinung. 

Bei der Hungerperiode, die sich an eine Periode normaler Er- 
nihrung anschloB, war die tagliche N-Ausscheidung etwa 444mal so 
groB und die C-Ausscheidung etwa doppelt so groB als in der Hunger- 
periode, die sich an eine laingére avitaminése Periode anschloB. Der 
hungernde avitaminése K6érper setzte also scheinbar weniger um als 
der hungernde Normalkérper. Ich sage scheinbar; denn bei dem 
ersteren war der Gewichtsabfall in der gleichen Zeit ungefihr ebenso 
groB wie bei dem letzteren. In Wahrheit verlor also der hungernde 
avitaminése Kérper nicht mehr an Gewicht als der hungernde Normal- 
kérper. Wenn man aber den Gewichtsabfall auf das Anfangsgewicht 
bei den beiden Hungerperioden bezieht, dann findet man allerdings, 
daB der avitaminése Kérper relativ mehr an Gewicht in der Hunger- 
periode verloren hat als der Normalkérper. 
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Bei meinem ersten Avitaminoseversuch (Abschnitt III) hatte ich 
den betreffenden Hund ebenfalls nach mehrwéchiger avitaminéser 
Fiitterung einige Tage vollstindig hungern lassen. Hier sah ich aber 
eine so starke Einschrinkung der N- und C-Ausscheidung nicht, wie 
ich sie in dem vorliegenden Versuch beobachtete. 

Wo das faktisch umgesetzte Kérpermaterial bei dem Hunde des 
vorliegenden Abschnittes IV in der Hungerperiode nach der avita- 
minésen Fiitterung geblieben ist, geht aus meinen Beobachtungen nicht 
hervor. Im Harn ist es jedenfalls nur zum geringsten Teile erschienen. 

Der Hund in dem Versuch des vorliegenden Abschnittes TV war 
ein sehr junges Tier. Er war etwa 6 Monate alt. Alle meine anderen 
Hunde waren 11, bis 21, Jahre alt. 

Folgende Tabelle I zeigt nun, wie rasch unter dem Eindruck der 
avitaminésen Ernihrung der Quotient C/N sich verindert. Aus dieser 
Tabelle ergibt sich, daB der jugendliche K6rper sehr viel rascher in 
dieser Weise reagiert als der Kérper alterer Tiere, was ein weiterer 
Beweis ist fiir die besondere Empfindlichkeit des jugendlichen Kérpers 
gegeniiber der Vitaminfreiheit der Nahrung, wie es von Bickel (1) und 
Yoshiue (11) an anderen Beispielen schon gezeigt worden ist. 








Tabelle I. 
Ver. Korpers C Vers Korper- Cc 
suchss gewicht . Nahrung suchss gewicht : Nahrung 
tage g N tage g 
Versuch 3 (2'/,jahriger Hund) Versuch 4 (1'/,jahriger Hund) 
9290 0,576  Vitaminhaltig 3660 0.547 Vitaminhaltig 
9230 0,639 3600 0,660 
9350 0,611 3650 0,629 
. 9410 0.619  Vitaminfrei 1. 3780 0,629 Vitaminfrei 
2. 9320 0,609 2. 3750 0,630 
3. 9350 0,584 3. 3750 0,630 
4. 9350 0,599 4. 3770 «0,681 
5. 9380 0,641 5. 3710 0,704 
6. 9450 0,826 6. 3730 0,627 
7. 9380 | 0,622 7. 3750 0,774 
8. 9370 0,451 
9 9400 0551 Versuch 5 (*/,jahriger Hund) 
10. 9380 0,632 16. 4510 | 0,994 Vitaminhaltig 
Il. 9360 | 0,665 17. 4510 0,864 Der Quotient sinkt 
12. 9350 0,561 18 4500 | 0.732 sllmiahlich, da eine 
13. 9340 0.636 : Hungerperiode vor- 
14. 9400 | 0,65 a 
15. 9310 0,609 tienten 
16. 9300 | 0,667 
Be. 9240 | 0,588 19. 4500 0,975  Vitaminfrei 
18. 9220 0,708 20. 4440 1,027 
19. 9220 0,671 21. 4400 1,115 
20. 9270 0,833 
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SchluBbetrachtung. 

Wenn wir nun alle im vorstehenden mitgeteilten Versuche noch ein- 
mal iiberblicken und ihre Ergebnisse zusammenfassen und gleichzeitig das 
in der Literatur schon niedergelegte Material tiber das Verhalten des 
Quotienten C/N beriicksichtigen, so gelangen wir zu folgenden Schliissen. 

1. Bei gleicher normaler und kalorisch suffizienter Ernahrung hat 
der Quotient C/N einen innerhalb sehr enger Grenzen schwankenden 
Wert, so daB man wohl von einer Konstanz desselben sprechen darf. 

2. Je gréBer der Kohlehydratgehalt in einem normalen, kalorisch 
suffizienten Nahrungsgemisch ist, um so gréBer ist auch der C-Gehalt 
des Harns, und der Quotient ist erhéht. Dasselbe gilt wohl auch fiir 
das Fett angesichts der bekannten, sehr wahrscheinlichen Verkopplung 
des Fettstoffwechsels mit dem Kohlehydratstoffwechsel. 

3. Der Quotient C/N haingt mithin von dem Verhiltnis der N-freien 
zu den N-haltigen Nahrungsbestandteilen in der Norm ab. 

4. Bei dem Kohlehydrat- und Fettumsatz wird in der Norm ein 
Teil des umgesetzten Materials in Form koblenstoffhaltiger, N-freier 
Verbindungen durch den Harn ausgeschieden. Da bei dieser Quote 
des Zerfallmaterials der Kohlenstoff nicht bis zur CO, oxydiert ist, wird 
er zweckmaBig nach Spiro als ,,dysoxydabler Kohilenstoff* bezeichnet. 

5. Bei absolutem Hunger (nicht Durst) wird zundchst die C- und 
N-Ausscheidung im Harn eingeschrankt, aber zunichst die N-Aus- 
scheidung mehr als die C-Ausscheidung, vor allem weil der Kérper 
zunichst auf Kosten des N-freien Materials lebt. Deshalb geht der 
Quotient in die Héhe, abgesehen von der mangelhaften Oxydation 
N-haltiger Komplexe, vor allem durch diejenige N-freier Substanz 
(Azidosis). Wenn nunmehr allmiahlich das N-freie Korpermaterial 
weitgehend aufgebraucht ist und der Kérper vornehmlich auf 
Kosten des N-haltigen Materials lebt, so sinkt die C Ausscheidung 
weiter; aber die N-Ausscheidung nimmt zu und der Quotient fallt 
dementsprechend. In der pramortalen Periode aber steigt sowohl die 
N-Ausscheidung, wie aufs neue auch die C-Ausscheidung rapid an, 
erstere aber sehr viel starker als letztere, so daB der Quotient trotz 
der starkeren C-Ausscheidung abnorm tief sinkt. 

6. Macht man ein kalorisch suffizientes Nahrungsgemisch durch 
einen maBigen Kohlehydratentzug aus der Nahrung plétzlich kalorisch 
insuffizient, so kann trotzdem die N- und C-Ausscheidung voriiber- 
gehend leicht gesteigert werden, erstere aber weniger als letztere, so 
daB der Quotient in die Héhe geht. Wenn sich der Kérper «ann durch 
Gewichtsverminderung auf das neue KostmaB eingestellt hat, erreicht 
der Quotient wieder seinen normalen Wert. Ein kleiner EiweiBentzug 
aus einer etwas iiberreichen Nahrung fihrt nicht zu einer Erhéhung 
des Quotienten. 
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7. Bei der durch keine Resorptionsstérung komplizierten Avita- 
minose steigt die N- und C-Ausscheidung im Harn allmihlich an, 
letztere starker als erstere, so daB der Quotient in die Héhe geht. Diese 
Erscheinung tritt um so friiher nach Beginn der avitaminésen Fiitterung 
auf, je mehr das betreffende Individuum fiir die avitaminése Erkrankung 
disponiert ist (Alter des Tieres). 

8. Bei der durch keine Resorptionsstérung komplizierten Avita- 
minose kann die Steigerung des Harn-C nicht auf einer Vermehrung 
mangelhaft oxydierter N-haltiger Substanzen beruhen, weil der N-Um- 
satz bei quantitativer Steigerung qualitativ normal abliiuft. Die Ver- 
mehrung des Harn-C kann also nur durch eine vermehrte Ausscheidung 
mangelhaft oxydierter N-freier Verbindungen zustande kommen. 
Diese kénnen entstammen den N-freien EiweiBkomplexen oder den 
Fetten und Kohlehydraten. Wenn der Fettstoffwechsel letzten Endes 
iiber den Kohlehydratstoffwechsel verliuft, brauchen wir also nur 
letzteren allein zu_beriickrichtigen. 

DaB mangelhaft oxydierte N-freie EiweiBkomplexe an der Ver- 
mehrung des Harn-C beteiligt sind, ist méglich. Sicheres dariiber 
wissen wir aber nicht. Vom Kohlehydratstoffwechsel aber wissen wir, 
daB er bei der Avitaminose am friihzeitigsten und schwersten alteriert 
ist. Das ganze, an den diabetischen Zustand erinnernde Verhalten des 
Kohlehydratstoffwechsels, das sehr friihzeitige Auftreten dieser Stérung 
und das ebenso frithzeitige Auftreten der C-Vermehrung im Harn, 
der absolut gesteigerte Kohlehydratumsatz trotz der Abnahme im 
O,-Verbrauch und einer dem Kohlehydratumsatz nicht entsprechenden 
CO,-Menge der Ausatmungsluft bei der Avitaminose, das Fehlen azido- 
tischer Erscheinungen auf der anderen Seite — das alles spricht 
dafiir, daB bei der reinen Avitaminose, die durch keine Resorptions- 
stérung kompliziert ist, der gesteigerte Gehalt des Harns an dysoxy- 
dablem Kohlenstoff in erster Linie von einer mangelhaften Oxydation 
der Kohlehydrate herrihrt. 


Auch die Tatsache, daB im normalen Kérper die GréBe der Harn- 
C-Menge mit abhingig ist von dem Kohlehydratgehalt der Nahrung, 
weist auf die enge Verbindung der N-freien Harn-C-Substanzen mit 
den Kohlehydraten hin, 


Die absolute Steigerung des Kohlehydratumsatzes bei Annahme 
einer normalen Oxydation der Kohlehydrate erklirt dieses ganze 
Phainomen deshalb nicht, weil dann ja auch der Luftsauerstoffverbrauch 
gesteigert sein miiBte. Da dieser aber herabgesetzt ist, muB die Ver- 
mehrung des dysoxydablen C im Harn bei der Avitaminose ihren 
Grund haben sowohl in einem absolut gesteigerten Umsatz von Kohle- 
hydraten, wie auch in einer mangelhaften Oxydation derselben. 
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9. Vergesellschaftet sich nun die Avitaminose mit Unterernihrung 
infolge einer eingetretenen Resorptionsstérung, so ist es klar, daB in 
diesem Falle beide Momente, der Vitaminmange! wie auch der Nahrungs- 
mangel, beim avitaminésen Kérper mit seiner Folge am Harn, der 
Vermehrung der mangelhaft oxydierten N-haltigen EiweiBkomplexe 
(Aminoséiuren) und den azidotischen Erscheinungen gleichsinnig zu- 
sammen wirken, um den Quotienten in die. Héhe zu treiben. 


Das wesentliche Ergebnis meiner Untersuchungen besteht in der 
Erkenntnis, daB die Avitaminose bei tadelloser Resorption einer 
kalorisch suffizienten Nahrung progressiv zu einer Steigerung des 
Gehalts an dysoxydablem Kohlenstoff im Harn fiihrt, und daB der 
Quotient C/N dementsprechend erhéht wird. 

Beim normalen Kérper steigt der C-Gehalt in der Ausatmungsluft 
und im Harn an, wenn mehr N-freies Material umgesetzt wird und der 
Luftsauerstoffverbrauch erhéht ist. 

Bei der Avitaminose wird faktisch mehr N-freies Material um- 
gesetzt als in der Norm. Denn der Koérper verarmt trotz geniigender 
Nahrungsresorption an Glykogen and Fett. Da der C-Gehalt der 
Ausatmungsluft nun nicht in entsprechender Weise bei der Avitaminose 
in die Héhe geht und der O,-Verbrauch bei der Atmung sich vermindert, 
aber der C-Gehalt des Harns absolut und relativ zum N ansteigt, so 
muB bei der Avitaminose N-freies Material auch unvollkommener 
oxydiert werden als in der Norm bei geniigender Nahrungsresorption, 
was bewiesen werden sollte. 

Betrachten wir zum SchluB noch einmal die energetischen Vor- 
ginge als solche, so ist zwischen Spaltungs- und Oxydationsenergie- 
bildung zu unterscheiden (im Muskel nach Meyerhof anoxybiotische 
und oxybiotische Phase), d. h. Spaltung mit nachfolgender Oxydation, 
wobei gleichzeitig etwa fiinf Sechstel des gespaltenen Glykogens wieder 
aufgebaut werden. Im Ko6rper diirften sich wichtige lokale Prozesse 
(Tatigkeit gewisser Gewebe) abspielen, bei denen die Energie vorwiegend 
oder ausschlieBlich durch Spaltungsvorginge geliefert wird. Das ver- 
mutete bereits v. Weizsdcker (14) auf Grund von Untersuchungen am 
cyankalivergifteten Froschherzen, sowie O.Warburg und Minami (15) 
bei der Entwicklung des Carcinoms. Ein direkter Beweis wurde dafiir 
neuerdings von Arnoldi (16) erbracht. Er fand bei bestimmten Ver- 
anderungen der Elektrolytverhaltnisse, daB das frei schlagende Frosch- 
herz lange Zeit weiter arbeitete ohne nachweislichen Luftsauerstoff- 
verbrauch und nimmt an, daB auch hierfiir die notwendige Energie 
aus Spaltungsprozessen stammt. Nach alledem ist es wohl verstindlich, 
bei bestimmten Zustinden anzunehmen, daB N-freies Material zwar 











442 ~=K. Schimizu: Kohlenstoffausscheidung durch den Harn usw. 


gespalten wird und die Spaltungsprodukte ausgeschieden werden, ohne 
daB ein entsprechender Luft-O,-Verbrauch stattfindet. 

In solchen Fallen wiirde dann sogar bei vermehrtem Umsatz der 
Luftsauerstoffverbrauch des Versuchstieres nicht zu steigen brauchen, 
sondern sogar absinken kénnen. Das liegt offenbar bei der Avitaminose vor. 

Die hier mitgeteilten Befunde iiber die Avitaminose lassen sich 
mit der letztgenannten Auffassung tiber die Energetik im Kérper un- 
schwer in Einklang bringen, nicht dagegen mit der bisher allgemein 
iiblichen Vorstellung. Trotz geringeren Luftsauerstoffverbrauchs wird 
reichlich Energie auf dem Wege der Spaltung gebildet. Die Messung 
des Luftsauerstoffverbrauchs gibt uns bei der Avitaminose, vielleicht 
auch noch bei anderen Krankheitszustiinden, keinen AufschluB iiber 
die gesamte Energiebildung. Dadurch wird die eigenartige Tatsache, 
auf die zuerst Bickel (1) die Aufmerksamkeit lenkte und die durch die 
Versuche Arnoldis (16) bewiesen ist, zunehmende Verringerung des Luft- 
sauerstoffverbrauchs trotz weiterem, sehr reichlichem, bei der Avitaminose 
offenbar sogar gesteigertem Gesamtumsatz erkldrt. Diese Feststellung ist 
von allgemeiner Bedeutung fiir die Physiologie und Pathologie. 


Experimenteller Teil. 
Die Nahrung wurde in der iiblichen Weise vitaminfrei gemacht durch 
vierstiindiges Autoklavisieren bei 130°C. 
In 100g WeizeneiweiB waren 14,160g und in 100g Reis 1,213 ¢ N 
enthalten. 
Das Salzgemisch war das von Osborne angegebene. 
Die Versuchsprotokolle finden sich am Ende der Arbeit. 
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Versuch 1. 





é Kérper» Harns 
Versuchs+ gewicht menge 
tag 


8 8 
1.(1.V.)) 7960 390 
3. 8280 190 
3. 7790 490 
4. 8170 113 
5. 7790 386 
6. 7820 190 


Summe es ee. < 

Periodendurchschnitt 
1.(7.V.) 7510 256 
2. 7430 152 


3. 7330 232 
4. 7260 350 
5. 7120 296 
6. 6900 303 
Summe oa ee 
Periodendurchschnitt 
7. 6900 385 
8. 6720 390 
9. 6720 275 
10. 6610 267 
ll. 6510 365 
12. 6490 190 
Summe aes oe 
Periodendurchschnitt 
13. 6370 318 
14. 6310 210 
15. 6080 260 
16. 5990 393 
17. 5950 225 
18. 5880 343 
Summe coe SS 
Periodendurchschnitt 
19. 5740 433 
20. 5690 304 
21. 5610 312 
22. 5560 340 
23. 5430 322 
24. 5370 452 


ee aig. 
Periodendurchschnitt 


25. 5240 367 
26, 5150 507 
27. 5150 322 
28. 4950 460 
29. 4820 448 
30. 4640 37) 
ES ME 

Periodendurchschnitt . 
31. 4440 582 
32. 4430 135 


Summe Pes ae 
Periodendurchschnitt 
33. + 


Harmm-N 
& 


4.8356 
2,9281 
6,3844 
11715 
2,2172 


3,1810 


. 20,7178 


3.4529 
4,0348 
2.6621 
1.5277 
2.1820 
2.2394 
2 3346 
14,9806 
2.4967 
2.4544 
3.0049 
1,6182 
2.1696 
2.9659 
1.4241 
13.6371 
2.2728 
2.4058 
1.9271 
2.7685 
3,4137 
1.6864 
1.5572 
13,7587 
2.2931 
2.3232 
2.4381 
2.6692 
1.1713 
2.1419 
2.4055 
13,1492 
2.1915 
2.0051 
4,1908 
1.6016 
2.7067 
2.7303 
41,5481 
17,7826 
2.9637 
5.6389 
3.1303 
8,7692 
4.3846 


Harn-C 


8 


3,2292 
1,9380 
4,0572 
0.8068 
1.7910 
2,1204 
13,9426 
2.3237 
2.6726 
2.0105 
1,1693 
1,7010 
1.4563 
1.5998 
10,6095 
1.7682 
1.7866 
2.3400 
1.3145 
1.5379 
2.0367 
1,0146 
10,0303 
1,6717 
1,698 1 
1,2978 
1.8876 
2.3344 
1.2015 
1,1525 
9.5719 
1,5953 
2,1563 
0.8938 
1.5350 
1.5504 
1.4490 
1,5730 
9.1575 
1,5262 
1.6295 
2.8595 
1.1206 
2.0148 
1.9622 
2.3373 
11,9239 
1.9873 
2.8342 
1.4823 
4.3165 
2.1582 


Cc 


0,6729 


0,7082 


0.7355 


0,6956 


0.6964 


0,6705 


0,4923 


Nahrungs-N = Nabrungszusammens 


~ 


24,9336 


setzung pro Tag 


Weizenciweif 25g 


Reis. .... Wg 
Butter. ... 20g 
Citronensaft . Weom 
Salzgemisch . 1,5¢ 


Dest. Wasser 


Salzgemisch . 15g 
Dest. Wasser 
(Ohne Nahrung) 


wie vorher 


wie vorhe 


wie vorher 


wie vorhe 


wie vorher 

















Versuch am 40. Tage abgebrochen, da Magenda 
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Versuchstag Koérpergewicht Harnmenge Harn-N Harn-( ( 
g com g g N 
1.(15.VI.) 8250 295 2.4798 1.6461 
2. 8260 338 4.0961 2.6770 
3. 8270 362 4,0066 2.6281 
4. 8330 274 2.8598 2.4167 
5. 8280 410 4.6240 2,6818 
6. 8280 477 3,6753 2.6617 
NE 6.0 w ee e's 49670 21,7416 14.7114 
Periodendurchschnitt 8280 3.6236 2.4519 0.6766 
7. 8450 185 1.9957 1.3764 
8. 8360 350 3.4079 2.3730 
9. 8310 506 4.8205 3.1271 
10. 8380 260 2.2765 1,6068 
1] 8330 325 3,0035 1,6965 
12. 8400 235 2.7984 1,9458 
a 50230 18,3025 12,1256 
Periodendurchschnitt 8370 3.0504 2.0209 0.6625 
13. 8370 424 4,217 76 2,9002 
14. 8380 255 2.2329 1,5453 
15. 8360 355 3.0339 2.1513 
16. 8360 290 3.2300 2.1634 
17. 8350 290 2.4987 1.7226 
18. 8380 348 3.8272 2.7353 
Semmes se ees 50200 19,0403 13,2181 
Periodendurchschnitt 8370 3,1734 2.2030 0.6941 
19. 8390 290 3.4128 2.2562 
20. 8300 356 3.9651 2.8622 
21. 8310 232 3,0228 2.0323 
22. 8300 110 1.3176 0.9108 
23. 8320 346 4.7506 3.9029 
24. 8310 207 3,3350 2,3225 
ee 49930 19,8039 14,2869 
Periodendurchschnitt 8320 3,3006 2.3811 0.7214 
25. 8320 255 2.6080 1,9431 
26. 8350 232 2.4865 1,9349 
27. 8300 262 2.9182 2.1536 
28. 8290 272 2.5722 1.8278 
29. 8310 235 3.3911 2.2419 
30. 8330 255 3,0006 1.5149 
a a 49900 16.9766 11,6162 
Periodendurchschnitt 8310 2.8294 1.9360 0.6842 
31. 8320 420 3,8249 2.8224 
32. 8330 268 1.7648 1.5437 
33. 8310 358 3.3605 2.3843 
34. 8230 390 3,1691 2.2698 
35. 8180 365 2.5076 1,6863 
36. 8200 324 3,2002 2.4689 
NS 6. sc kee 49570 17,8271 13,1754 
Periodendurchschnitt 826 2.9712 2,1959 0,7390 
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buch 2. 
——— 
( Getrocknete , , . F : Tagliche 
N Kotmenge Kot-N Harn-N + Kot‘N  Nahrungs-N N - Bilanz Nahrungszusammen- 
g P g P , setzung pro Tag 
Weizeneiweifi. 25g 
Reis 60g 
Butter 0g 
Citronensaft 60 com 
Salzgemisch . 15g 
Destilliertes Wasser 
26,8 1,0776 22,8192 25,7280 
6766 - 0.4848 
WeizeneiweiB . 2, 
Reis 60g 
Butter ... vg 
Citronensaft of com 
Salzgemisch. . 1,5¢ 
Destilliertes Wasser 
19.7 0.7673 19,0698 21,480 
25 0.4017 
- 
Weizeneiweif . 204 
Reis OO g 
Butter 20g ; 
t Citronensatt o) com : 
dalzgemisch . 15g | 
Destilliertes Wasser ; 
23.8 1,1105 20,1508 21,480 
d4] 0.2215 
Weizeneiweif . 2y : 
Reis Sg ; 
Butter 20g 
Citronensatt 60 com 
Salzgemisch . 152 
Destilliertes Wasser 
22,3 0.9373 20,7412 20,7522 
- + 0,00183 
Weizeneiweifi . 20g 
Reis .. Wey 
Butter . . 2g 
Citronensaft oO com 
Salzgemisch. . 1.54 
Destilliertes Wasser 
23,4 0,8557 17,8323 20,7522 
2 - 0.4866 
WeizeneiweiB . 2g 
Reis Og 
Butter 204 
Citronensatt oO com 
Salzgemisch . 15% 
Destilliertes Wasser 
36,3 2.6687 20,4958 20,7522 
) + 0.0427 
storungen eintraten und das Tier nicht mehr fressen wollte. 
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K. Schimizu: 








Versuchstag 


23 


(12. IL) 


(22. IL) 


Korpergewicht 
8 


9310 
9310 
9320 
9300 
9250 
9260 
9290 
9290 
9230 
9350 
Summe. 


Harnmenge 


com 


370 
395 
330 
698 
240 
420 
355 
230 
210 
500 


Periodendurchschnitt 


9410 
9320 
9350 
9350 
9380 
9450 
9380 
9370 
9400 
9380 
Summe . 


155 
400 
215 
225 
335 
385 
465 
212 
322 
400 


Periodendurchschnitt 


9360 
9350 
9340 
9400 
9310 
9300 
9240 
9220 
9200 
9270 


Summe . 


235 


Periodendurchschnitt 


9200 
9160 
9130 
9020 
9010 
8930 
9010 
8990 
9070 
9070 


Summe . hoa tae 
Periodendurchschnitt 


99r 


— 
238 
280 
330 
235 
550 
220 
230 
337 
396 


Harn:N 
2 


7.4038 
6,0830 
5.8484 
8.2873 
5.5478 
7672 
6.9931 
7,2519 
4.6338 
10,2974 
70,1137 
7.0114 


2.9533 
10,6516 
6.6870 
5.9840 
5.8524 
9.1531 
7.7605 
7,9172 
7.4534 
71,1900 
7.1190 


4,099 1 
98171 
6.8824 
6.6828 
8.7528 
5.2000 
10,2916 
7.8359 
8.6513 
8.6393 
76,8433 
7.6843 


65025 
5.9852 
8.6390 
7,7441 
6.1403 
10,2102 
6.1490 
4.8979 
9.7495 
8,3500 
74.4177 
7.4418 


Harn-C 


4.7972 
3.9996 
3.9897 
4.7324 
3.6432 
4.7124 
4.3491 
4.1814 
2.9610 
6.3003 
43,6663 
4.3666 


2.3274 
6.4840 
3.9087 
4.0610 
3,8391 
4.8346 
5.7195 
3.4980 
4.3740 
4,7124 
43.7587 
4.3759 


5.3343 
3.4710 
6,0588 
5.5470 
5.8050 
7.1890 
50,3701 
5,0370 


5.0220 
4.9409 
6,6528 
6,1182 
4.8269 
8.3490 
4.9368 
3.6294 
6.6322 
6.0588 
57,1670 


5.7168 





0.622 


0,615 


0.656 


0,768 








> 
id d. 
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ee Ge rocknete 


Kotmenge 








64,2 


49.1 


66,3 


Kot«N 


to 
o 


245 


6,8643 


Harn-N + Kot«N  Nahrungs-N 


7 


74,3142 


73,3145 


80,2208 


81,282 


78,2800 


78,0780 


78,0780 


78,0780 


Tagliche 
N.- Bilanz 


~ 


+- 0.39660 


+ 0.47635 


— 0.21223 


— 0,3204 


Nahrungszusammen- 
setzung pro Tag 


Weizeneiweih . Wg 


Reis .. . Og 
Butter . Se F 
Citronensaft . 60 ccm 
Salzgemisch. . 1.5¢ 


Destilliertes Wasser 


Weizenciweih . . Wg 


Reis .....-.-@8 
Schweineschmalz 25 g 
Salzgemisch. . 15g 


Destilliertes Wasser 


WeizeneiweiB . . Wg 
Mele ceccass 60g 
Schweineschmalz 25g 
Salzgemisch. . 15g 
Destilliertes Wasser 


Weizenciweih . Wg 
Rs wae es Be 
Schweineschmalz 25g 
Salzgemisch. . 1,54 


Destilliertes Wasser 














448 K. Schimizu: 
Versuc} Fo! 
Versuchstag Kérpergewicht Harnmenge Harn-N Harn-C ( 
8 com g | g N 
31. 9050 | 243 4.1534 3,1785 
32. 9050 457 7,9622 8.0341 
33. 9170 75 8.7739 5,3550 
34. 9160 307 63112 7,3496 
35. 9100 334 7,0424 5.3307 
36. 9110 530 10,8612 7,1232 
37. 9100 284 6.7839 4.7542 
38. 9040 625 9.0625 75750 
39. 9040 380 5.7764 4.1724 
40. 9080 206 5.0522 3.3001 
ee 71,7793 56,1728 
Periodendurchschnitt 7,1779 5.6173 0,783 
41. 8990 585 64338 6,0021 *) 
42. 8990 290 8.9993 7,3858 
43. 8970 160 6,0075 4.2048 
44. 8960 266 7,8587 4.7561 
45. 8960 225 5,9550 2255 
46. 8810 248 5,0567 5.6245 
POD é 4b wie a 40,3110 32,1988 
Periodendurchschnitt 6,7185 5.3665 0.7990 
47. 760 420 8.0321 8.1144 
48. 8710 338 7,7659 6.3274 
49. 8570 485 3.8391 3,1719 
50. 8440 460 2,0623 2.1528 
51. 8380 256 1,3738 1,6282 
See eae 23,0732 21,2947 
Periodendurchschnitt 4.6146 4.2789 0.927 
52, 8490 | 262 3.7807 3.4741 
53. 8450 440 6.5651 5,6232 
54. 8390 525 7,8335 5,6385 
55. 8460 245 6.2470 4.9686 
56. 8460 290 9,8322 7,2906 
57. 8470 95 3,6535 2.7702 
58. 8470 380 9.7158 74328 
59. 8400 198 5.3260 4.4906 
60. 8390 240 7.7503 6,1344 
61. 8420 263 7.6640 5.9806 
PME. ct et 68,3681 53,8036 
Periodendurchschnitt 6,8368 5.3804 0.7869 
62. 8270 357 3.4761 3,4129 
63. 8280 255 7,8596 6,4413 
64. 8250 256 6.7246 5,0995 
65. 8180 260 7.0847 5,6004 
Pe. \ «48s ss 25,1450 20,5541 
Periodendurchschnitt 2.5145 2.0555 0.8177 


*) Zwangsfitterung. 
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Fortsetzung). 
= 








—, Kot-N Harn-N + KoteN  Nahrungs«N Rs wd Nahrungszusammen- 
setzung pro Tag 
g g 8 & & 
WeizenciweiB . . Wey 
Rs ws «cc's Do 
Schweineschmalz. 25 g 
Salzgemisch . . 134 
Destilliertes Wasser 
76.3 7,5148 79,2941 78,0780 
— 0,12161 
Weizeneiweifi . Weg 
Res once ss Oo 
Schweineschmalz. 25 g 
Salzgemisch . . . 15g 
Destilliertes Wasser 
102.9 9.6301 49,9411 46,8468 
— 0,5157 
' | Salzgemisch . . . 15¢ 
Destilliertes Wasser 
WeizeneiweiB . 0 g 
Relp. ss sees oO g 
Schweineschmalz 25 
Salzgemisch . . . 15g 
Destilliertes Wasser 
] 
| eg 
94,2 9,1986 77,5667 78,0780 
+ 0,05113 
Weizeneiweif . Wey 
Reig. esse 60 g 
Schweineschmalz 25 yg 
| Salzgemisch . . . 1,54 
| Destilliertes Wasser 
58,7 6,0116 | 31,1566 31,2312 


+ 0,01865 
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K. Schimizu: 








Versuchstag 


10. 


11. 


13. 
14. 
15. 
16. 
17. 
18. 
19. 
20. 


21. 


99 


22. 
23. 


24. 


On 


“v. 


26. 


7 


af. 


30. 


DWWIWS Om tom 


29 


(17. Ih) 


(27. IL) 


Korpergewicht 
& 


3680 
3670 
3650 
3640 
3630 
3630 
3640 
3660 
3600 
3650 


Summe. 


Harnmenge 


ccm 


165 
100 
145 
230 

75 
175 
182 
185 
130 
170 


Periodendurchschnitt 


3780 
3750 
3750 
3770 
3710 
3730 
3750 
3740 
3620 
3620 


Summe. 


160 
140 
185 
115 
110 
185 
235 
105 
120 
145 


Periodendurchschnitt 


3600 
3550 
3500 
3560 
3540 
3460 
3470 
3400 
3440 
3410 


Summe. 


175 
260 
250 

95 
175 
170 
105 
108 
134 
214 


Periodendurchschnitt 


3380 
3370 
3390 
3370 
3370 
3320 
3320 
3350 
3370 
3300 


Summe . cis a 
Periodendurchschnitt 


234 
186 
185 
120 
148 
152 
236 
130 
290 
187 


Harn-N 


to +! 


1,7573 
1,6823 
2.6601 
1,5612 
2.0097 
2.5477 
2.2948 
2.1335 
14544 
18113 
19.9123 
1,9912 


2.3544 
2.2400 
2.4235 
2.0140 
18185 
2.3716 
2.5351 
2.5449 
2.8160 
2.3159 
23,4339 
2.3434 


2.8735 
2.4770 
3.8878 
2.0031 
2.2801 
3.2511 
1,6697 
16266 
2.2153 
4.2300 
26,5142 
2.6514 


2.3802 
2.0925 
2.4519 
2,0342 
2.2567 
2.4127 
2.2367 
2,3043 
2.5698 
2.2479 
22,9869 
2.2987 


Harn-C 


~ 


13811 
0.8407 
1.6884 
1.1790 
0.7452 
1.8627 
1.7659 
1.1688 
0.8662 
1,1401 
12.6381 
1.2638 


1,4816 
1.4112 
1,5292 
1.3731 
1,2804 
1,7242 
1,9740 
1.0372 
2.4608 
1.7546 
16,0263 
1,6026 


2,0370 
2.3868 
1.9725 
1,7328 
1,9530 
2.0196 
1,4427 
1,5811 
2.0824 
2.5375 
19,7454 
1,9745 


2,2394 
1,9886 
2,0024 
1,3543 
1,9830 
2,0666 
1,8224 
1,4414 
2,1245 
2,0735 
19,0961 
1,9096 


O.634' 


0.6835 


0.7447 


0,8307 
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4. 
troc t . . > . . . Taglich 
K a KoteN Harn-N + Kot-N Nahrungs-N N. bilanz Nahrungszusammen- 
setzung pro Tag 
8 & & R e 
Weizenciweif . 15 ¢ 
Reis. —« Da 
Butter ... Sg 
Cyronensaft 25 com 
Salzgemisch . . ly 
Destilliertes Wasser 
42.8 3.84057 23,7529 24,9630 
0.1210 
Weizenciweif . Sg 
Reis . se - Wy 
Schweineschmalz Sg ’ 
Salzgemisch . . lg 
Destilliertes Wasser : 
; 
> 
— les - 
20,7 1,098 1 24.5320 24.8790 
0.0347 
Weizeneiweifs . 15g 
Reels. ~ scree. Deg 
Schweineschmalz Sg 
Salzgemisch ... lg 
Destilliertes Wasser 
57,8 4.4133 30,9275 24.8790 
— 0.6049 
Weizeneiweit3 - 1¢ 
rare Wy 
Schweineschmalz. Sg 
Salzgemisch lg 
Destilliertes Wasser 
48.1 4.5757 27,5626 24.8790 
— 0.2684 














4 


~) 


Oa 


K. Schimizu: 














| "¢ Tau 
Versuchstag Korpergewicht Harnmenge HarnsN Harn-C ( kK 
8 com 2 g N 
31. 3220 265 2.6343 2.2387 
32. 3210 170 1,6899 14474 
33. 3200 190 2,6938 2.1736 | 
34. 3190 162 2.2844 1,7322 
35. 3180 210 2.2816 1,8018 
36. 3180 220 2.0851 1,9065 | 
37. 3110 76 1,8330 1.4848 
38. 3060 148 2.3151 2,1392 
39. 3080 97 2,0779 1.7349 
40. 3050 147 2.3560 2.0569 
Summe . ; 22,2511 18,7160 
Periodendurchschnitt 2,2251 1.8716 Os411 Ff 
41. 3030 118 2.7096 2.3338 j 
42. 3000 95 1,8666 1,7117*) 
43. 2990 100 2.0188 1,7890 
44. 2990 85 2.2073 1,9299 
45. 2970 112 1,9159 1.8184 
46. 2940 157 1,9729 2,0724 
47. 2900 95 1,7422 1,5550 i 
48. 2910 88 2.4276 2.1548 
49, 2860 118 1,9912 1,6988 **) 
50. 2860 130 4,6878 3.8798 
Summe . ; 23,5399 20,9436 
Periodendurckschnitt 2.3540 2.0944 0.8897 
51. 2820 198 2.5382 2.3047 
52. 2800 60 1,3534 1,0728 
53. 2810 96 2,1654 1,7510 
54. 2760 173 2.3874 2,1279 
ee aa 8.4444 7,2564 
Periodendurchschnitt 2.1111 1,8141 0,859: 
55. | 


*) Beiderseits Corneatriibung, links mehr als rechts. 


1. (12.V.) 


9 
— 


> He ge 


~ 
= 


—_—_—— 
NHeoees 


— 
b 


5130 

5020 

5130 

5060 

5010 

5090 
Summe . 


137 
205 

58 
255 
220 


138 


Periodendurchschnitt 


4960 
4870 
4760 
4640 
4550 
4600 


Summe . ° 
Periodendurchschnitt 


256 
170 
194 
160 
128 

85 


**) Motorische Schwache an Hinterbeiner 


2,7067 
3.9491 
1,0361 
3.7154 
2.8974 

14017 

15,7064 
2.6177 
2,3492 
1.4532 
1.5492 
1,6364 
1,7126 
2,1971 

10,8977 
1,8163 


1,8269 
2.4477 
0,7343 
2.3562 
1,9932 
1,1923 


10,5506 


1,7584 
2.1043 
1,6218 
1,6296 
1,7024 
1.8202 
2.2391 


11,1174 


1,8529 





0,672 


1,020 








411 


ROT 


yal) 
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yf ortgetzung. ) 
' — Kot-N Harn-N + Kot*N) Nahrungs-N Tigishe Nahrungszusammen- 
N- Bilanz setzung pro Tag 
& e e e 
i WeizeneiweiB . . . 154 
Rele ccc c ves Wy 
Schweineschmalz . 8g 
} Salzgemisch. ... ly 
| Destilliertes Wasser 
| 58,2 5.5446 27,7957 24.8790 
— 0,29167 
Wie vorher 
628 6.1412 29.6811 24.8790 
— 0.48021 
Wie vorher 
21.3 1.9367 10,3811 9.9516 
— 0.10737 
wh 5 
Weizenciweii . 18 ¢ 
a a ¢ 
Butter. so ws Wg 
Citronensatt . . Wcom 
Salzgemisch . . 1g 
Destilliertes Wasser 
$3.1 2.2885 17,9949 18.2646 
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+ 0,0449 


Salzgemisch . . . .lg 
Destilliertes Wasser 


30 

















454 K. Schimizu: 
Ver Suc 
Versuchstag Kérpergewicht Harnmenge HarnsN Harn-C C 
| - 8 com g g N 
13. 4530 306 3,0653 4,9552 
14. 4520 133 2.3478 2,0196 
15. 4510 279 4.3192 3,4484 
16. 4510 90 0,9016 0,8964 
17. 4510 180 2,8496 2.4624 
18. 4500 96 2,2528 1,6474 
TD «6 wa ee 15,7363 15,4294 
Periodendurchschnitt 2,6227 2,5715 0,981 
19. 4500 129 2,9225 2.8498 
20. 4440 155 oa. 2.7342 
21. 4460 130 2.2312 2,4898 
22. 4400) 204 3,5612 3,4786 
23. 4390 112 2,0100 2.3320 
24 400—C |, HG 2,6258 2.8161 
a ee 16,0110 16,7005 
Periodendurchschnitt 2.6685 2.7834 1,043 
25. 4250 169 2.5548 2.7418 
26. 4250 68 2,3239 2,2170 
27. 4350 92 2.7145 2,5546 
28. 4280 232 3,1268 3,0763 
29. 4300 138 2.2746 2,3573 
30. 4260 =| 190 2,5262 5.4241 — 
ara 15,5208 18,3711 
Periodendurchschnitt 2,5868 3,0618 1,184 
31. 4260 102 2,6408 2,3820 
32. 4200 195 2,6582 2.6208 
33. 4160 218 2,2876 2.5820 
34. 4180 189 2,1852 2.4767 
35. 4150 255 2,5008 3,2273 
36. 4090 234 ne 2,5012 6.3686 
a eae 14,7738 19,6574 
Periodendurchschnitt 2.4623 3.2762 1,331 
37. 4060 347 | 04875 1,1659 
38. 3980 | 402 | 0.4787 11095 
39. 3890 208 0,4080 0,7363 
40. 3830 327 0,4352 0,7848 
41. 3760 300 0,3993 0,6480 
42. 3680 | 320 06052 si,1328 
GN. 6 es ee 2.7639 5,5773 
Periodendurchschnitt 0,4606 0,9295 2,018 
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tsetzung. ) 





wee Kot-N Harn-N + KoteN Nahrungs.«N Tagliche Nahrungszusammen- 
e N-Bilanz setzung pro Tay 
& & ~ & 
Weizeneiweif . 18 4 
Release ese es Hg 
Butter... . .10g 
Citronensaft . . ¥ ccm 
Salzgemisch . . 1g 
Destilliertes Wasser 
18,1 1,0957 16,8320 18,2646 
+ 0.2387 
WeizeneiweiB . . . 15g 
_ eee eS ee “¢g 
Schweineschmalz . 10g 
Salzgemisch. . . . 1g 
Destilliertes Wasser 
30,6 2,1092 18,1202 18,2040 
+ 0,0139 
Wie vorber 
36,9 2,9081 18,4289 18,2040 
— 0,0375 
Wie vorher 
73,9 5,9842 20,7580 18,2040 
| —0,4256 
Salzgemisch. . . . lg 
| | j Destilliertes Wasser 
j 
} | 
' | 
0 ; 




















Nochmals zum Wesen der Thrombinwirkung. 
(Richtigstellung zu der Arbeit von Stuber und Tannhauser.) 


Von 
Edgar Wohlisch. 
(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Wiirzburg.) 


(Eingegangen am 22. Oktober 1924.) 


Nach Stuber sind der gerinnungsauslésende Stoff des frischen Serums 
und das aus einem solchen nach A. Schmidt durch Alkoholfallung hergestellte 
Thrombin véllig verschiedene Dinge, da letztere Substanz durch eine fiir 
sie nicht permeable Membran hindurch die Gerinnung einer Fibrinogen- 
lésung herbeifiihren kénne. Meine Untersuchungen') in dieser Frage 
fiihrten mich zu einer Ablehnung der Stuberschen Ansicht. In der im Titel 
erwahnten Arbeit*), die mir leider verspatet zu Gesicht kam, glaubt 
Stuber wiederum die Unrichtigkeit meiner Ergebnisse nachweisen zu 
kénnen. Mit der Darstellung, die er dabei von meiner Arbeitsweise und 
der Art meiner SchluBfolgerungen gibt, kann ich mich keinesfalls ein- 
verstanden erklaren und sehe mich daher gezwungen, den wahren Sach- 
verhalt kurz klarzustellen. ’ 

Stuber beschreibt bzw. kritisiert meine Versuche folgendermaBen: 
,,Wohlisch dialysiert nun in seinen Versuchen eine derartige Fibrinogen- 
lésung gegen 2 ccm wisseriger Thrombinlésung bzw. 2 ccm Aqua dest. als 
Kontrolle, oder die Dialyse findet gegen 0,85 proz. NaCl-Lésung statt.** 
Richtig miiBte es hier heiBen: ,,oder die Dialyse findet gegen Thrombin 
in 0,85 proz. NaCl bzw. gegen 0,85 proz. NaCl ohne Thrombin als Kontrolle 
statt*’ (S. 380). Doch kénnte man dies immerhin als abgekiirzte Ausdrucks- 
weise gelten lassen, wenn nicht im folgenden diese Kontrollen, au/ die alles 
ankommt, vélliq iibergangen wiirden. Ich gebe auch diese Stellen mit den 
von Stuber herriihrenden Sperrungen wieder: ,,Bei der von Wohlisch be- 
nutzten Versuchsanordnung muB8 es zu einer Herabminderung des Koch- 
salzgehalts der Fibrinogenlésung kommen. Das einfache Ansetzen einer 
unverdiinnten Fibrinogenlésung im Reagenzglase als Kontrolle ist deshalb 
unzulissig und beweist nichts. Das wurde von Wohlisch iibersehen. Hatte 
er eine éntsprechende Verdiinnung analog den Dialyseversuchen angesetzt, 
so wiren die Kontrollen ebenso geronnen, weil das von ihm’ angewandte 
Herzfeld-Klingersche Fibrinogen so wenig stabil ist, daB es bei einer Ver- 
diimnung seines NaCl-Gehalts spontan gerinnt® (S. 381). Und weiter: 
» Wir haben also den eindeutigen Nachweis erbracht, daB das von Wdéhlisch 


1) Wohlisch, diese Zeitschr. 145, 279, 1924. 
2) B. Stuber und S. Tannhauser, ebendaselbst 149, 374, 1924. 
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benutzte nach der Methode von Herzfeld und Klinger dargestellte Fibrinogen 
fiir Gerinnungsversuche durchaus ungeeignet ist. Es gerinnt schon spontan 
durch einfache Verdiinnung. Die Nichtbeachtung dieser Tatsache, das Unter- 
lassen entsprechender Verdiinnungskontrollen der Fibrinogenlésung, analog 
der Verdiinnung bei der Dialyse, bedingten die unrichtigen SchluBtolgerungen 
von Woéhlisch* (S. 381). 

Stuber setzt hier ganz ausdriicklich die Dialyseversuche in Gegensatz 
zu Reagenzglaskontrollen, bei denen eine Verdiinnung nicht stattfindet, 
und er unterstellt mir, daB meine SchluBfolgerungen auf einem Vergleich 
der Dialysen mit den Reagenzglisern basierten. Diese Darstellung ist 
objektiv unrichtig. Richtig ist vielmehr, daB in siimtlichen fiinf von mir 
mitgeteilten Versuchen als Kontrollen nicht Reagenzglasversuche, sondern 
selbstverstandlich ebenfalls, und zwar in gleicher Anzahl Dialysierversuche 
ohne Thrombin unter sonst vodllig gleichen Bedingungen angestellt wurden, 
so daB ein eventuell eintretender Verdiinnungseffekt in exakter Weise 
kontrolliert werden konnte. Dies ist in jedem Versuche ganz klar aus- 
gesprochen. Nur im ersten Versuch findet sich aufer der Dialysekontrolle 
am Schlu8 auch noch die Bemerkung: ,,Der Rest der Fibrinogenlésung, 
der in einem Reagenzglase aufbewahrt war, erwies sich als véllig klar und 
fliissig.“‘ Dieser Satz hatte unbeschadet des Sinnes meiner Ausfiihrungen 
ebensogut fehlen kénnen, und in den iibrigen vier Versuchen ist denn auch 
eine Reagenzglaskontrolle weder mitgeteilt noch angestellt worden. Woher 
nimmt also Stuber das Recht zu dem Vorwurfe des ,.U/nterlassens entsprechen - 
der Verdiinnungskontrollen der Fibrinogenlésung, analog der. Verdiinnung 
bei der Dialvse**? Zum Beweise dafiir, daB es sich nicht etwa um ein MiB- 
verstindnis infolge undeutlicher Ausdrucksweise meinerseits hande!t, 
gebe ich einen Versuch als Beispiel fiir die Art meiner Protokollfiihrung 
wortlich wieder. 

Versuch 3. 

Fibrinogenlésung aus Rinderblut. Thrombin in 0,85 prez. Kochsalz- 
lésung. 

Dialysatorinhalt: 1,0 cem Fibrinogenlésung. 

AuBenfliissigkeit: 2,0cem Thrombinlésung bzw. 2,0cem 0,85proz. 
NaCl-Lésung fiir die Kontrollen. 

Je drei Dialysatoren fiir den Thrombinversuch bzw. fiir die Kontrollen. 

Ergebnis. Nach 48 Stunden findet sich in allen sechs Glaisern') bei 
Betrachtung gegen helles Lampenlicht eine feine staubartige Triibung, 
dagegen nirgends eine Spur eigentlicher Flockung oder Gerinnung. Irgend 
ein Unterschied zwischen den Thrombinversuchen und den Kontrollen 
besteht nicht. Der Versuch wird darauf abgebrochen, und die als AuBen- 
fliissigkeit dienende Thrombinlésung wird zur Priifung auf ihre Gerinnungs- 
aktivitat der Fibrinogenlésung im Dialysator zugegeben. Es tritt iiberal! 
feste Gerinnung ein. 


Ob die Stubersche Darstellung meiner Arbeitsweise zutreffend ist, 
wird der Leser hiernach entscheiden kénnen. 

Die Abweichung meiner Versuchsergebnisse von denen Stubers wird 
auch durch die Stubersche Behauptung nicht erklairt, das von mir ver- 
wendete, nach Herzfeld-Klinger dargestellte Fibrinogen sei infolge seiner 
Labilitét fiir derartige Versuche ungeeignet, denn: 


') Ich verwendete Kollodiumglasdialysatoren. 
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1. Ein labiles Fibrinogen sollte ja gerade einen besonders empfindlichen 
Indikator fiir die angebliche membrandurchdringende Wirkung des Throm- 
bins abgeben. Stuber selbst erhalt ja auch mit Herz/feld-Klingerschem 
Fibrinogen dieselben Resultate wie mit Hammarstenschem Fibrinogen, 
d.h. nach 24 Stunden véllige Gerinnung trotz Einschaltung einer Kollodium.- 
hiilse (S. 383, Versuch VIT). 

2. Wie auf 8. 238 meiner Arbeit ausdriicklich erwihnt, habe ich nur 
das Rinderfibrinogen nach Herzfeld-Klinger — also durch Fallung mit 
Kochsalz + Ammonsulfat — dargestellt. Das im Versuch 5 verwendete, 
nach Hammarsten dargestellte, Menschenfibrinogen ergab mir indes die- 
selben Resultate wie das Rinderfibrinogen: ,,[n keinem der vier Dialysatoren 
findet sich nach 72 Stunden die Andeutung einer Gerinnung.* (Zwei 
Thrombindialysen, zwei Kontrolldialysen gegen 0,85 proz. NaCl.) 

Die Benutzung von Rinder- und Menschenblut statt Pferdeblut be- 
deutete selbstverstandlich keine ,,absichtliche’* Abweichung von der 
Stuberschen Arbeitsweise, wie dieser Autor glaubt annnehmen zu diirfen, 
vielmehr konnte ich seinerzeit trotz vielfacher Bemiihungen das wesentlich 
leichter und angenehmer zu verarbeitende Pferdeblut nicht erhalten. 

Zum SchluB noch eine Frage, deren Beantwortung vielleicht mit zu 
einer Klarung der merkwiirdigen Stuberschen Befunde, die von mir weiterhin 
nachuntersucht werden, fiihren kann: Was versteht Stuber eigentlich unter 
dem von ihm immer wieder verwendeten ,,5proz. Thrombin nach Alexander 
Schmidt* ? 
































Beitrige zur Kenntnis einiger bisher weniger studierter 
Inhaltsstoffe der Milch (Kuhmilch). I. 


Von 


B. Bleyer und ©. Kallmann. 


(Mitteilung aus dem chemischen Institut der landwirtschaftlichen Hoch- 

schule Weihenstephan und dem chemischen Laboratorium der wissen- 

schaftlichen Zweigstelle Miimchen der chemischen Fabriken Merck, 
Boehringer, Knoll [Lactanawerke].) 


(Eingegangen am 24. Oktober 1924.) 


Die bisherigen chemischen Studien an der Milch haben sich fast 
ausschlieBlich mit dem Milchfett, den Kohlehydraten und den haupt- 
sichlichen EiweiBbestandteilen der Milch (Casein und Abkémmlinge, 
MolkeneiweiBstoffe), zum Teil auch mit den Mineralstoffen beschiftigt. 
Die Begrenzung dieser Arbeiten liegt vor allem in der Methodik, die 
durch die komplizierte Beschaffenheit der Milch (emulsions- und suspen- 
sionskolloides System mit molekular- und iondispersen Beimengungen) 
erschwert ist. Ein groBer Teil der chemischen Bearbeitungen der 
Milch ist auch unter dem Gesichtspunkte: Milch als Marktprodukt 
und Objekt der Uberwachung entstanden, oder es wurden besondere 
Vorgange, wie Labung, Gerinnung und dergleichen bearbeitet, wihrend 
die Milch als biogenes Produkt in ihrem Zusammenhang mit den Lebens- 
vorgangen in der chemischen Literatur bisher nur stiefmiitterlich 
behandelt wurde. 

Von diesem Gesichtspunkte ausgehend, wurde im folgenden ver- 
sucht, Beitrige zur Klarung dieser Zusammenhinge zu liefern. Um 
diesem Plane gerecht zu werden, wurden im besonderen Inhaltsstoffe 
der Milch zum Studium herangezogen, die eine Briicke zu anderen 
Produkten des Lebensvorganges im Siugetierkérper liefern. 

Solche bisher wenig beachtete Inhaltsstoffe der Milch gibt es 
in mannigfacher Art: Farbstoffe, stickstoffhaltige proteinogene und 
nicht-proteinogene Bestandteile, Mineralbestandteile usw. Es bedarf 
noch vieler Arbeit, um alle diese Stoffe, die durch die Konkurrenz 
der Hauptbestandteile der Milch bisher in den Hintergrund treten 
muBten, genauer kennenzulernen. 














460 B. Bleyer u. O. Kallmann: 


Wir muB8ten uns deshalb auf einige wenige Fragen der Gesamt- 
aufgabe beschranken, und zwar auf: 

A. den Reststickstoff der Milch, 

B. den wasserléslichen Farbstoff der Milch, 

C. einige bisher wenig oder nicht bearbeitete Mineralstoffe cer 

Milch (Salzbestandteile). 

Diese Fragen wurden in erster Linie in Angriff genommen, da 
ihre Beantwortung vielleicht am ehesten einen RiickschluB auf die 
Beziehungen der Milch zum Blute und auf die Deutung der verschiedenen 
Lactationstheorien zulaBt. 

Aus fuBeren und verstindlichen Griinden mufSten wir ferner 
unsere Studien auf die Kuhmilch beschranken, dafiir lagen aber die 
Voraussetzungen fiir die Untersuchungen an der Kuhmilch in unserem 
Falle sehr giinstig, giinstiger als diese gew6éhnlich bei den Arbeiten 
iiber diesen Stoff anzutreffen sind. Viele Arbeiten tiber die Kuhmilch 
leiden nimlich an dem Umstande, daB sie jeweils an irgendwelchen 
Kuhmilchsorten des Handels angestellt werden muBten, deren Vor- 
geschichte 6fters nicht bekannt und deren Eigenschaften und Bestand- 
teile deshalb nicht immer ein untriigliches Bild von der ,,Milch* geben 
kénnen. Es war deshalb sehr willkommen, daB uns die Gelegenheit 
geboten war, unsere Untersuchungen in enger Anlehnung an eine grofe 
und wohl eingerichtete Molkerei durchzufiihren, die standig tiber sehr 
bedeutende Milchmengen und die daraus entstehenden Nebenprocukte 
verfiigt. So war von vornherein die Gewihr geboten, daB jeweils nicht 
nur ganz frische und einwandfrei gewonnene und behandelte Milch 
in Angriff genommen werden konnte, sondern daB auch geniigend 
Gelegenheit gegeben war, entweder Durchschnittsmilch von zahlreichen 
Milchtieren (die Werkmilch der in Frage kommenden Molkerei umfaBt 
das Gemelk von etwa 1400 bis 1500 Kiihen eines fast einheitlichen 
Schlages, die wiederum unter fast einheitlichen Bedingungen des 
Futters usw. stehen), oder die Milch von Einzeltieren, oder die Milch 
der in einem gemeinsamen Stalle unter gleichen Bedingungen lebenden 
Tiere heranzuziehen. In diesem giinstigen Umstand lag tiberhaupt 
die Voraussetzung fiir die ganze Arbeit, da nur auf einem solchen Wege 
die jeweils gewonnenen Zahlen ecinen gréBeren Wahrscheinlichkeits- 
wert erhalten, abgesehen von der Notwendigkeit, groBe Mengen von 
Milch und Nebenprodukten in Angriff zu nehmen, da die zur Bearbeitung 
stehenden Inhaltsstoffe nur in geringer Konzentration in der Milch 
zu erwarten waren. 


Reststickstoff der Milch. 


AuBer den drei allgemein anerkannten EiweiSstoffen der Milch 
Casein, Albumin und Globulin — werden in der Alteren Literatur noch 
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einige andere Proteine als standige Inhaltsstoffe der Milch beschrieben und 
benannt, wobei es sich jedoch wohl in der Mehrzah! um nicht ausgefallte 
oder aber durch vorhergegangene Manipulationen verinderte Reste der 
bekannten EiweiSstoffe handelte. 

Hierher gehéren die Albuminose von G@. Morin, Bouchardat und 
Quevenne, das Lactoprotein von Millon und Commaiille, die Stoffe Gelatine 
von G@. Morin, Galaktozymase von Béchamp, Opalisin von Wroblewski, 
Galaktin von A. W. Blyth, Fibrin von Babcock, die Lactomucine von Storch, 
Siegfried, Voltz und Rosengren. 

Auch neuere Arbeiten auf dem Gebiete der stickstoffhaltigen Bestand- 
teile der Milch leiden an dem geschilderten Ubelstand und an der Un- 
einheitlichkeit des Ausgangsmaterials; trotzdem kann nicht von der Hand 
gewiesen werden, daB8 wahrscheinlich in der Milch des Menschen und des 
Einhufers, von den anderen nicht niher untersuchten Milcharten ganz zu 
schweigen, und auch im Colostrum Eiwei®stoffe vorhanden sind, welche 
sich nicht ohne weiteres unter die allgemein bekannten einreihen lassen. 
Aus dem Colostrum mit seinen in verschiedenen Stadien des Zerfalls be- 
findlichen Leucocyten und den Amyloidkérperchen wird man voraus- 
sichtlich noch eine Anzahl von EjiweiSstoffen gewinnen kénnen, welche 
in der reifen Milch nicht oder nur in Spuren vorhanden sind. Die Lacto- 
mucine bediirfen in dieser Hinsicht noch einer Nachbearbeitung, denn der 
Umstand, daB man wiederholt auf Stickstoffverhiltnisse gestoBen ist, die 
auf das Vorhandensein von kchlenstoffreicheren EiweiBstoffen oder auf 
eine Verbindung von Kohlehydraten mit EjiweiSstoffen schlieBen lassen, 
ist bemerkenswert. 

Friihere Untersucher wollten auch in frischer Milch Albumosen und 
Peptone gefunden haben, aber spiitere Forscher (O. Hammarsten, F. Hoj- 
meister, J. Dogiel, J. Sebelien, E. Roux u. a.) konnten die Frage noch nicht 
endgiiltig beantworten. 

Neben den EiweiSstoffen der Milch muBten natiirlich andere stickstoff- 
haltige Bestandteile in ihrer Betrachtung zuriicktreten. Man beobachtete 
allerdings schon friihzeitig eine Differenz zwischen dem Gesamtstickstoff 
der Milch und dem durch die Ausfallung der EiweiBstoffe wiedergefundenen 
Stickstoff. Gelegentlich bezeichnete man diese Differenz als ,,Eiweibrest*; 
nihere Untersuchungen untcrblieben jedoch, obwohl! inzwischen die Analyse 
der stickstoffhaltigen Bestandteile anderer Sekrete und Kérperfliissig- 
keiten (Blut, Harn u. a.) sehr gepflegt und ausgebaut wurde. 

Harnstoff wurde in der Milch schon von G. Morin vermutet, durch 
Bouchardat-Quevenne nachgewiesen. Ammoniak wurde auf Grund der 
Untersuchungen von A. Trillat- B. Santon, W. N. Berg- H.C. Sherman und 
H. Rietschel nicht als normaler Bestandteil der Milch angesehen, héchstens 
wollte man Spuren gelten lassen. AuBerdem wurde gelegentlich von der 
Anwesenheit von Kreatin, Kreatinin, Hypoxanthin, Xanthin, Rhodan- 
salzen gesprochen, dagegen wurde Harn- und Hippursiéure nicht erwahnt. 
Einfache oder gepaarte Aminosiiuren wurden schon von F. Hofmeister, 
spaiter von Backhaus-Cronheim, Stritter und H. Rietschel auf Grund ihrer 
allgemeinen Reaktionen vermutet, jedoch nicht im einzelnen nachgewiesen, 
auch nicht beziiglich ihrer Praexistenz. 

Bei den nicht umfangreichen Bearbeitungen des stickstoffhaltigen 
Extraktivstoffes ist es auch erklirlich, daB Zahlenangaben hieriiber be- 
sonders spirlich sind. Nach den Analysen von J. Munck entfallt von 
dem gesamten Stickstoff der Kuhmilch knapp '),, auf den sogenannten 
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Extraktivstickstoff. Camerer und Séldner bestimmten in dem Filtrate von 
dem Eiweibgerbsiureniederschlag den Stickstoff teils nach Kjeldahl und teils 
nach Hiifner (mit Bromlauge) und fanden so in der Kuhmilch 18 mg-Proz. 
Stickstoff nach Hiifner (in der Hauptsache Harnstoff). 


Die nicht eiweiBartigen, stickstoffhaltigen Bestandteile des Blutes 
und des Harnes sind bekanntlich in neuerer Zeit Gegenstand zahlreicher 
und eingehender Untersuchungen einer ganzen Anzahl von Forschern 
gewesen. Dieser Nicht-proteinstickstoff reprisentiert den sogenannten 
Reststickstoff, d. h. denjenigen Stickstoff, welcher nach vollstindiger 
Entfernung der koagulablen Proteinstoffe noch im Filtrat zuriickbleibt. 

Als Triiger des Reststickstoffs sind in erster Linie Harnstoff, 
Kreatin, Kreatinin, Harnsiure, Purinbasen, Carbaminsaure, Ammoniak, 
Hippursiiure, Allantoin zu nennen. Es gehéren aber auch noch die 
Mucoide und Mucine, die Aminosiuren, die Amine und _ schlieBlich 
noch die umstrittene Oxyproteinsiure, Antoxyproteinsiure, Alloxy- 
proteinsiure, sowie die Albumosen, Peptone und noch einige wenig 
studierte Substanzen hinzu. 

Die Literatur iiber diesen Gegenstand — Reststickstoff des Blutes 
und des Harnes — ist in den letzten Jahren geradezu uniibersichtlich 
geworden. Dutzende von Methoden zur Vorbereitung des Unter- 
suchungsmaterials (hauptsichlich EnteiweiBung), zur Bestimmung 
und Trennung der einzelnen Reststickstoffbestandteile sind vor- 
geschlagen, wieder verworfen, verbessert oder ergiinzt worden. Es 
ist dies ein Zeichen dafiir, daB die Methodik an sich eine schwierige ist. 
Tatsichlich ist bei der Anwendung der jeweils bestausgearbeiteten 
Verfahren gréBte Peinlichkeit und Geschicklichkeit im Arbeiten not- 
wendig, um auch nur einigermaBen tibereinstimmende und befriedigende 
Ergebnisse zu erzielen; die verstindlichen Schwierigkeiten, die vor 
allem in der eindeutigen Trennung der Reststickstoffbestandteile liegen, 
sind sehr erheblich. 

Man ist wohl berechtigt, auch bei der Milch von einem ,,Rest- 
stickstoff*‘ zu sprechen, wenn auch dieser Ausdruck bisher noch nicht 
gebraucht wurde. Wir verstehen darunter den Stickstoffanteil, der 
nach méglichst vollstandiger Entfernung der koagulierbaren Protein- 
stoffe zuriickbleibt. 

Trotz dieser einfach erscheinenden Beziehungen zwischen Blut 
und Milch beziiglich Reststickstoff liegen doch die Voraussetzungen 
fir die Erfassung des Stickstoffanteils bei beiden Stoffen sehr ver- 
schieden. Das Blutserum laBt sich leicht und ohne Anwendung von 
stérenden Eingriffen gewinnen. Das entsprechende Milchserum ist 
schon mehr oder weniger ein Kunstprodukt und laBt die Méglichkeit 
zu, daB hinsichtlich der urspriinglichen Stickstoffbestandteile bei der 
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Bereitung des Milchserums eine Verinderung vor sich gegangen ist. 
Aus praktischen Griinden wird das Milchserum durch Auslabung oder 
durch natiirliche bzw. kiinstliche Siuerung der Milch gewonnen. Durch 
beide Vorgiainge wird bekanntlich der HaupteiweiBbestandteil der Milch, 
das Casein, ausgeschieden. Man hat dann die Molke, und zwar die 
Labmolke bzw. die Sauer- oder Quargmolke. Alle MaBnahmen, zu 
den Reststickstoffbestandteilen der Milch zu kommen, miissen vor- 
laufig auf diese Methoden zur Caseinentfernung zuriickgefiihrt werden; 
die Ultrafiltration hat sich leider noch nicht ergiebig und sicher genug 
erwiesen, die Filtration durch Ton (zur Entfernung des Caseins) liefert 
ebenfalls wegen Adsorptionserscheinungen ungeniigende Ergebnisse, 
Elektrodialyse und Elektroosmose sind methodisch und apparativ noch 
nicht leistungsfahig. 

Es war deshalb erforderlich, durch eingehende Vorversuche sich 
zu orientieren, welchen EinfluB die Aufbereitung der Molke auf die 
nicht hitzekoagulierbaren Stickstoffbestandteile hat. Die Gewinnungs- 
méglichkeiten der Molke und die Verfahren, die zur Entfernung der 
eigentlichen Proteine angewendet werden kénnen, sind sehr verschieden 
ErfahrungsgemaB ist es schwierig, die Molke vollstindig vom hitze- 
koagulierbaren Protein zu befreien; es. werden deshalb die mannig- 
faltigsten Methoden angewendet. Teils wird vor der Erhitzung Siure 
zugesetzt, teils wiederum Alkali, die Art und Menge der zuzusetzenden 
Siiure ist verschieden usw. So war die Aufgabe, die hitzekoagulierbaren 
Stickstoffbestandteile der Milch bzw. der Molke von den nicht-hitze- 
koagulierbaren zu trennen, nicht einfach, da die Méglichkeit nahe lag, 
daB durch den Eingriff aus den an sich hitzekoagulierbaren Stoffen 
solche entstehen, die sich der Kondensation durch Wirme entziehen. 

Da weder aus Literaturangaben, noch aus der Erfahrung heraus 
ein geniigender Anhalt gegeben war, muBten miihsame Vorversuche 
angestellt werden. Um einwandfreien Durchschnittswerten nahezu- 
kommen, bei denen Laboratyriumszufilligkeiten ausgeschaltet waren, 
gingen wir von frischer, normaler Labmolke aus, wie sie in iiblicher 
Weise beider Lab -Weichkaserei abfallt. Wir entnahmen von einer groBen 
Menge solcher Molke, die wiederum der Durchschnittsmilch einiger 
Hundert Kiihe verschiedenen Alters und verschiedener Lactation 
entstammt, also eine wirkliche Durchschnittsmolke mit mutmaBlicher 
Ausgleichung aller kleinen Unterschiede darstellt, einen ausreichenden 
Anteil. Dieser wurde rasch bis zur praktisch vollstandigen Entfernung 
des Fettes und des eventuell noch grob mechanisch verteilten Kise- 
staubes zentrifugiert. Einen Teil der so vorbereiteten Molke verwendeten 
wir fiir sich zum Studium des Einflusses von chemischen Agenzien 
auf die Stickstoffbestandteile unter Variierung des Zusatzes von Siaure 
und Lauge; einen weiteren Anteil der gleichen Molke dampften wir 
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schnell und verlustlos im Hochvakuum auf 6° Bé — spezifisches Ge- 
wicht 1.0594 — und einen dritten Anteil im Vakuum noch weiter bis 
auf 10° Bé — spezifisches Gewicht 1,0871 — ein. 


Da cer Vorgang der Milchentnahme, der Molkenbereitung und 
der Molkenaufarbeitung sich in wenigen Stunden vollzog, konnten 
nach Voraussicht und Erfahrung keine wesentlichen Verinderungen 
im Gefiige der EiweiBstoffe der Molke eingetreten sein. Die héchsten 
Temperaturen beim Einengen im Vakuum lagen bei 50°, also noch 
wesentlich unter der Gerinnungstemperatur der gew6éhnlichen Eiweib- 
stoffe. 

So konnte angenommen werden, daB die Durchfithrung der Ver- 
suche unter den angegebenen Bedingungen ein gutes Durchschnittsbild 
von den tatsichlichen Verhiltnissen ergeben wiirde. 

Die Hitzekoagulation wurde in der iiblichen Weise durch langsames 
Erwiarmen der Molke iiber freier Flamme, Aufkochenlassen und sofortige 
Filtration in der Hitze, Trocknen und Wiigen des Koagulums durch- 
gefiihrt. Der Gehalt an Stickstoff wurde durch Kjeldahlbestimmung 
gemessen. Als ein darch Hitze nicht koagulierberer Proteinstickstoff 
wurde der N-Anteil angesehen, der durch die gewéhnlichen Eiweib- 
bestimmungsmethoden nicht erfaBbar war. Als orientierendes Mai 
hierfiir wurde die Esbach-Aufrecht sche Methode benutzt, deren Fiallungs- 
wert durch mehrere gleichzeitig erfolgte Reinproteinbestimmungen 
nach Stutzer-Barnstein (Fillung mit Kupferhydroxyd und Verbrennung 
des KupfereiweiBniederschlages nach Kjeldahl) gemessen wurde und 
hieraus der nicht-hitzekoagulierbare Proteinstickstoff, ausgedriickt in 
Grammen pro Liter, errechnet | Der Rest des nach den vorangegangenen 
Bestimmungsweisen nicht wiedergefundenen Stickstoffs wurde als 
nicht-hitzekoagulierbarer Nicht-proteinstickstoff — Reststickstoff  be- 
zeichnet. Bei allen Rechnungen wurden die gegebenenfalls eingetretenen 
Verdiinnungen durch Séure- bzw. Laugenzusatz beriicksichtigt. 

Die bei den Versuchen benutzte Sauermolke (Quargmolke) wurde 
durch spontane Siuerung von Magermilch unter normalen iiblichen 
Verhaltnissen gewonnen. Sie wurde, wie die Labmolke, zentrifugiert 
und sogleich verarbeitet. Eine Einengung wurde bei dieser Molke 
unterlassen. Der Gehalt an Siure wire in der konzentrierten Molke 
so groB, daB eine auch nur halbwegs befriedigende EnteiweiBung nicht 
méglich wire. Quargmolke kommt deshalb nur in natiirlichem, nicht 
konzentriertem Zustande zur Ausfillung. Auch hier wurde die Variierung 
der Versuchsbedingungen durch verschiedenen Zusatz von Salzsiure, 
Essigsiure, Milchsiiture and Atznatron vorgenommen 

Zu den Versuchen ist zu bemerken: 

1. Es ist nicht gleichgiltig, bei welcher Saiurekonzentration man 
die Hitzekoagulation der Proteine der Molken (Milchserum) vornimmt. 
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Der giinstigste Fallungspunkt liegt fiir normale Lab- und Sauermolke 
in dem Bereich von py = 4,4 bis 4,6. In diesem Bereich liegt der iso- 
elektrische Punkt fiir die Gemische der hitzekoagulierbaren Proteine 
der beiden Molkenarten. 

2. Der durch Hitze nicht koagulierbare Anteil an N-Bestandteilen 
ist erheblich und war in der GréBenordnung nicht ohne weiteres zu 
erwarten. Die erhaltenen Zahlen sind nur relativ vergleichbar, da die 
benutzte Methode (Esbachfillung) keine absoluten Werte liefert. Bei 
gleicher Versuchsanstellung gibt aber auch diese Anordnung ein gutes 
Bild iiber die Bewegung der Stickstoffbestandteile des Milchserums 
bei der Hitzekoagulation und bei variierten Siure- und Alkalizusitzen. 

Die Einzelheiten lassen sich ohne weiteres aus den Tabellen I 
bis IV entnehmen. 

Bei diesen Versuchen, die in kirzester Zeit durchgefiihrt werden 
muBten und viele Einzelanalysen erforderten, konnten wir die Mit- 
wirkung von Herrn Dr. Stephan Diez in Anspruch nehmen, der unter 
anderen Gesichtspunkten und mit anderer Zielsetzung ahnliche Ver- 
suche durchzufiihren hatte und hieriiber anderweitig berichtete'). 

Eine willkommene Bestatigung unserer Arbeiten sehen wir in der 
nach Durchfiihrung unserer Versuche erschienenen Veréffentlichung 
von W.Grimmer, C. Kurtenacker und R. Berg*) ,.Zur Kenntnis der 
SerumeiweiBkérper der Milch*. Bei etwas verschiedener Anordnung 
der Versuche kommen diese Autoren zu den gleichen oder doch zu 
sehr ahnlichen Ergebnissen wie wir, d. h. auch in diesem Falle war der 
Anteil der durch Hitze nicht ausfillbaren N-Bestandteile der Milchseren 
entgegen den Erwartungen groB; an Stelle der Eshachschen Pikrinsiure- 
methode benutzten die Autoren die Gerbsiure- und Phosphorwolfram- 
siiurefaillung in den nach der Erhitzung anfallenden Filtraten. 

Nachdem nun durch die Vorversuche Klarheit bestand, daB in 
der Milch bzw. in den Milchseren erhebliche und die spirlichen Angaben 
des Schrifttums weit iibersteigende Mengen von Reststickstoffsubstanzen 
vorhanden sind, ergab sich die Notwendiykeit, nunmehr auch den 
tatsichlich praformierten Reststickstoff in der Milch und in den Milch- 
seren zu ermitteln. Wir beabsichtigen damit nicht nur, bisherige Arbeiten 
auf diesem Gebiete nachzupriifen, sondern auch noch dariiber hinaus 
AufschluB zu erhalten, ob bei den typischen Aufbereitungsmethoden 
der Milch, nimlich bei der Labung bzw. bei der Saiuerung bei der dabei 
bewirkten Ausscheidung des Caseins (Labungscasein = Kisestoff bei 
der Labkiserei bzw. Siuerungscasein = Casein bei der Quarg- oder 


1) Stephan Diez, Diss. d. Techn. Hochschule Miinchen 1923: Beitrage 
zur Kenntnis der Eiwei®stoffe der Molke. 

2) W. Grimmer, C. Kurtenacker und R. Berg, diese Zeitschr. 137, 465, 
1925. 
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Sauerkiserei und Caseinfabrikation) aus dem genuinen, priformierten 
Caseinmolekiil Bruchstiicke abgespalten werden, die als Reststickstoff- 
bestandteile sich reprisentieren oder, mit anderen Worten: enthalten 
die typischen Milchseren mehr (oder weniger) Reststickstoffbestandteile 
als die jeweils dazu gehérige genuine Milch? Bekanntlich ist der Ge- 
rinnungsvorgang der Milch noch nicht endgiitig geklirt. Man nimmt 
zwar meist nach O. Hammarsten an, daB bei der Séiuregerinnung der 
Milch das genuine Casein ohne Verinderung aus seinem dispersen Zu- 
stande in den Gelzustand iibergeht, wihrend bei der Labgerinnung 
das genuine Casein die Absplitterung eines stickstoffhaltigen, hitze- 
koagulierbaren, vorher nicht vorhandenen Bruchstiickes, des sogenannten 
Molkenproteins, erfahrt. Es ist in diesem Zusammenhang die Frage 
noch nicht aufgeworfen worden, ob nicht tiberhaupt bei diesen Vor- 
giingen Verainderungen in dem Gefiige des genuinen Molekiils sich 
abspielen, die sich bisher der Beobachtung entzogen. Die Produkte 
dieser Veranderungen kénnten wasserléslich, nicht hitzekoagulierbar, 
dabei aber doch stickstoffhaltig sein und so zu der eventuellen 
Differenz zwischen dem priformierten Casein und dem durch.die Ge- 
rinnung entstehenden geronnenen Casein gehéren. Die einwandfreie 
Entscheidung dieser Frage wiirde erheblich zu der Frage des Gerinnungs- 
vorganges der Milch beitragen kénnen; unseres Wissens ist tiber diesen 
Gegenstand mit der geschilderten Fragenstellung bisher noch nicht 
gearbeitet worden. 

Die einzige Arbeit, die sich bisher mit dem NichteiweiBstickstoff 
der Kuhmilch beschaftigt hat, ist von W. Denis und A. S. Minot') 
veréffentlicht worden. In dieser sind als Erfolg einer mehr als ein- 
jahrigen Arbeit ,,Methoden fiir die quantitative Bestimmung des 
Nicht-proteinstickstoffs niedergelegt. 


Diese Untersuchungen wurden von W. Denis und A. 8S. Minot in 
dem Glauben unternommen, daB die Verfahren, die zur Bestimmung 
der Nicht-proteinbestandteile des Blutes in Gebrauch sind, auch ohne 
weiteres fiir die Analyse der Milch angewencet werden kénnten. Sie 
muBteq jedoch bald erkennen, daB dies wegen der ganz anceren 
chemischen Zusammensetzung der Milch nicht méglich war. Deshalb 
wurden von ihnen neue Methoden ausgearbeitet, wobei sie ihren Be- 
stimmungen die folgende Einteilung zugrunce legten: 

Gesamt-nicht-proteinstickstoff, 
Harnstoff, Aminostickstoff, 
Kreatin, Kreatinin, 
Harnsaure. 


1) W. Denis und A.S. Minot, Journ. of biol. Chem. 87, 353, 1919. 
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Fir die Bestimmung des Nicht-proteinstickstoffs der Milch ist es 
nach ihrer Ansicht unbedingt notwendig, daB nicht nur die Proteine, 
sondern auch der Milchzucker und das Fett entfernt werden. Sie er- 
reichen dieses Ziel, indem sie zwei Fallungen vornehmen. In der ersten 
Fallung befreien sie die Milch von Protein und Fett durch Erhitzen 
mit Kupfersulfatlésung im Wasserbade, wihrend sie durch die zweite 
den Milchzucker fortschaffen, indem sie zu-dem Filtrat vom Kupfer- 
sulfatniederschlag eine Calciumhydroxydaufschlemmung hinzugeben 
und so den Milchzucker durch das gebildete Kupferhydroxyd ausfillen. 
Sie verwenden Calciumhydroxyd an Stelle von Natronlauge, weil sich 
der Uberschu8 des ersteren leicht wieder vollstandig entfernen laBt. 

Werden bei Bestimmungen nach diesem Verfahren Ammonsalze, 
Harnstoff, Kreatin und Kreatinin hinzugegeben, so lassen sich die 
zugesetzten Mengen ohne Verlust durch die beiden Fallungen hindurch- 
fihren. Harnsiiure dagegen wird vollstandig abgeschieden. Da sie 
aber nur einen kleinen Teil des Gesamt-nicht-proteinstickstoffs dar- 
stellt, so ist der bei der Bestimmung entstehende Fehler nicht groB. 
GroBe Schwierigkeiten bereitete es den Autoren jedoch, die Amino- 
siuren, die sich als unlésliche Kupferverbindungen abscheiden, in 
Lésung zu halten. Es gelang ihnen aber schlieBlich durch Zugabe 
kleiner Mengen ammoniakfreien Formaldehyds nach der ersten Fallung. 

Damit war die Methode zur Bestimmung des Nicht-proteinstickstoffs 
der Milch nach der Ansicht von W. Denis und A. S. Minot vollstandig 
einwandsfrei. Eine Nachpriifung des Verfahrens ergab auch in der 
Tat ihren Angaben entsprechende Werte. Doch war von vornherein 
anzunehmen, daB mit dieser Methode nicht der gesamte Nicht-protein- 
stickstoff erfaBt sein konnte. 

Die Aufgabe dieser Arbeit wurde, wie bereits erwihnt, nicht allein 
in der Feststellung des Nicht-eiweiBstickstoffs und seiner Bestandteile 
gesehen, sondern auch in der Festlegung der gesamten Stickstoff- 
verhaltnisse bei Milch, Lab- und Sauermolken. Deshalb muBte danach 
getrachtet werden, die natiirliche Zusammensetzung dieser Fliissig- 
keiten méglichst unverindert zu erhalten. Dies war nur mdglich, 
wenn das Untersuchungsmaterial jeweils ohne Verzégerung aufgearbeitet 
wurde und wenn eine EntweiBungsmethoce gewaihlt worden war, ‘lie 
keine wesentlichen Verinderungen der praformierten Stickstoffbestand- 
teile zur Folge haben konnte. Nach vielen Bemiihungen und _ ver- 
gleichenden Versuchen wurde schlieBlich Cie EnteiweiBung durch Hitze- 
koagulation unter Zusatz geringer Mengen von Essigsiure vorgenommen. 
Bei Anwendung von Schwermetallsalzen, z. B. Uranylacetat oder 
Kupfersulfat, nach dem Verfahren von W. Denis und A. S. Minot 
wire nicht nur eine Fillung des EiweiBes, sondern auch teilweise der 
EiweiBabbauprodukte und auch der Purinkérper erfolgt, so daB die 

31* 
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tatsichliche Zusammensetzung der Milch, Lab- und Sauermolken an 
Stickstoffbestandteilen nicht mehr einwandfrei erkennbar gewesen wire. 

Zur Erfassung méglichst aller bisher bekannten, stickstoffhaltigen 
Substanzen wurde den Untersuchungen die folgende Einteilung zu- 


grunde gelegt: 


1. Bestimmung des Gesamtstickstoffs. 

2. Bestimmung des Eiweibstickstoffs. 

3. Bestimmung des Eiweibfiltratstickstoffs. 

4. Bestimmung des Albumosenstickstoffs. 

5. Bestimmung des Phosphorwolframsiurestickstoffs im Filtrat 


der Albumosenfallung. 
6. Bestimmung des Purinbasenstickstoffs und des Harnsaure- 
stickstoffs. 
Bestimmung der Harnsaure. 
Bestimmung des Aminosiurestickstoffs. 
9. Bestimmung des Kreatinins und des Kreatins. 

10. Bestimmung des Harnstoffstickstoffs. 

11. Bestimmung des Ammoniakstickstoffs. 

12. Bestimmung des Nicht-proteinstickstoffs nach W. Denis und 

A.S. Minot. 

Bei diesen Untersuchungen wurden die Stickstoffbestimmungen 
nach Kjeldahl (Mikrokjeldahl) ausgefiihrt. Beim Arbeiten mit dieser 
Methode kénnen einwandfreie Ergebnisse nur unter Beriicksichtigung 
folgender Gesichtspunkte erzielt werden: 


~] 


x 


1. Langsame Vornahme der Verbrennungen. 
2. Stete Ausfiihrung von ausgiebigen Leerbestimmungen. 

Die Bestimmungen wurden mit n/70 Schwefelsiure und n/70 Natron- 
lauge unter Verwendung von Methylrot als Indikator ausgefiihrt. Die 
Verbrennungen, fiir die P,O,-haltige konzentrierte Schwefelsiure ver- 
wendet wurde, gingen leicht und glatt vonstatten, solange sie einfacher 
Art waren, d.h. solange es sich nur um Verbrennungen von | bis 3 cem 
Fliissigkeit oder 0,1 bis 0,5g Substanz handelte. Schwierig durch- 
zufiihren waren dagegen ‘Stickstoffbestimmungen von Substanzen, die 
sich noch auf Filtern befanden, oder Stickstoffbestimmungen in gréBeren 
Flissigkeitsmengen. Fiir solche Bestimmungen war peinlichste Auf- 
merksamkeit und Arbeiten bei ganz niederer Flamme geboten. Wahrend 
fiir eine einfache Stickstoffbestimmung 2 ccm konzentrierte Schwefel- 
siure véllig geniigten, muBten fiir eine Stickstoffbestimmung mit ab- 
gefilterter Substanz 4ccem angewendet werden. Die Zeitdauer einer 
gewohnlichen Bestimmung betrug etwa 11, Stunden, zu einer ,,Filter**- 
bestimmung mu man sich aber fast einen ganzen Tag Zeit lassen, um 
die Verbrennung auch tatsichlich ganz durchzufiihren. Die Ausfihrung 
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von Leerbestimmungen ist stets nétig, weil die verwendeten Materialien 
nie vollkommen stickstofffrei sind. 

Nach den Erfahrungen, die bei Anwendung dieser Methode ge- 
sammelt wurden, muB gesagt werden, daB sie bei sorgfiltigem, ge- 
wissenhaftem Arbeiten einwandfreie Werte ergibt, und wir halten es 
fiir erforderlich, fiir spatere ahnliche Arbeiten auf die ganz peinliche 
Handhabung der Analysenbedingungen hinzuweisen, da sich sonst 
keine brauchbaren Ergebnisse erzielen lassen. 

Die Durchfithrung der einzelnen, in der obigen Ubersicht za- 
sammengestellten Bestimmungen der Stickstoffbestandteile von Milch, 
Lab- und Sauermolken geschah wie folgt: 


1. Bestimmung des Gesamtstickstoffs. 

Fiir die Gesamtstickstoffbestimmung der Milch wurden 25 cem Milch 
auf 250 ccm verdiinnt und der Stickstoffgehalt von 5cem dieser Lésung 
nach Kjeldahl bestimmt, wobei 20ccem n/70 Schwefelséure als Vorlage 
verwendet wurden. Bei den Lab- und Sauermolken wurden je 2 cem Molken 
zur Bestimmung angewendet und ebenfalls 20cem n/70 Schwefelsiure 
vorgelegt. 

2. Bestimmumg des Eiweifsticksto}/s. 


Die Ausfiihrung der EiweiBstickstoffbestimmungen erfolgte nach dem 
Schererschen Verfahren'), und zwar fiir Milch wie folgt: 

10cem der von 25cem auf 250cem verdiinnten Milch wurden mit 
50 cem Wasser unter Zugabe von 5 Tropfen 3proz. Essigsiure 30 Minuten 
im kochenden Wasserbade erhitzt und alsdann die triibe Fliissigkeit, aus 
der sich die HaupteiweiBmenge ausgeschieden hatte, nach weiterem Zusatz 
von | bis 2 Tropfen 3proz. Essigsiure unter stetem Umriihren auf freier 
Flamme zum Aufkochen gebracht. Hierbei fiel das EiweiB grobflockig 
aus und die iiberstehende Fliissigkeit wurde vollkommen klar. Das auf 
einem gehirteten Filter gesammelte Eiwei8 wurde mit heiBem Wasser gut 
ausgewaschen und der Stickstoff nach Kjeldahl bestimmt. 

Bei den Lab- und Sauermolken wurden die EiweiSbestimmungen 
analog unter Verwendung von je 2cem Molken durchgefiihrt. 

Als Vorlage fiir die Ammoniakdestillation waren fiir Milch 25 cem, 
fiir Lab- und Sauermolken je 20cem n/70 Schwefelsiure erforderlich. 

Die Bestimmung der Bestandteile des NichteiweiBstickstoffs erfolgte 
nun im Filtrat der EiweiSbestimmung. 

Zur Herstellung von 250 cem des EiweiBfiltrats der Milch wurden 
10 cem Milch auf 250 cem verdiinnt und in ganz gleicher Weise wie oben 
enteiweiBt, wobei zunachst 2 ccm 3proz. Essigsiure und beim Aufkochen 
auf freier Flamme dann noch | cem Siéure hinzugegeben wurde. 

Das EiweiBfiltrat der Lab- und Sauermolken wurde analog gewonnen, 
jedoch wurden des geringeren EiweiBgehalts wegen fiir 250 ccm Filtrat 
je 50 cem Molken verwendet. Bei den Labmolken geschah dies unter Zugabe 
von -ebenfails 3cem 3proz. Essigsiure, wihrend die Sauermolken ohne 
Essigsiturezusatz enteiweiBt wurden. 


1) EB. Spaeth, Untersuchung des Harns, 4. Aufl., 8. 505. Leipzig 1912. 
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3. Bestimmung des EiweiBfiltratstickstoffs. 

Zur Kontrolle, ob in den so hergestellten EiweiBfiltraten in der Tat 
der gleiche Stickstoffgehalt vorhanden war, wie er rechnerisch durch Abzug 
des EiweiBstickstoffs vom Gesamtstickstoff gefunden war, wurden stets 
Bestimmungen des Stickstoffgehalts der Filtrate vorgenommen. 

So wurden bei der Milch z. B. 100 cem des EiweiBfiltrats auf dem 
Wasserbade auf 5ccm eingeengt und dann der Stickstoffgehalt nach 
Kjeldahl bestimmt, wobei zur Destillation des Ammoniaks 10 ccm n/70 
Schwefelséiure vorgelegt wurden. 

Bei den Lab- und Sauermolken wurden diese Kontrollbestimmungen 
mit 50 cem des EiweiBfiltrats durchgefiihrt unter Anwendung von 30 ccm 
n/70 Schwefelsfure als Vorlage bei der Ammoniakdestillation. Dabei 
zeigte sich, daB bei den Lab- und Sauermolken die gefundenen Werte 
mit den berechneten vollkommen iibereinstimmten, daB jedoch bei der 
Milch, wohl infolge der zu den Bestimmungen verwendeten kleinen Mengen, 
geringe Abweichungen in Kauf genommen werden muBten. 


4. Bestimmung des Albumosenstickstoffs. 

Die Bestimmung des Albumosen- bzw. des im EiweiBfiltrat noch 
vorhandenen Eiweifstickstoffs wurde durch Aussalzen dieser Stoffe im 
schwach angeséuerten EiweiBfiltrat mit Zinksulfat vorgenommen. 

Es wurden 50 cem des EiweiBfiltrats von Milch, Lab- und Sauermolken 
mit Leem 10proz. Schwefelséure angesiiuert und mit 65g Zinksulfat in 
der Kalte gesittigt. Nach dem Stehen iiber Nacht wurden die Albumosen, 
die sich an der Oberfliiche der Fliissigkeit abgeschieden hatten, auf einem 
gehirteten Filter gesammelt und mit gesattigter Zinksulfatlésung geniigend 
nachgewaschen. Das Filter mit den Albumosen wurde dann nach Kjeldahl 
verbrannt. Bei der Ammoniakdestillation wurden fiir Milch 1060 cem n/70 
Schwefelséiure und fiir Lab- und Sauermolken je 20 cem vorgelegt. 


5. Bestimmung des Phosphorwolframsdurestickstoffs im Filtrat der 
Albumosenfdllung. 

Im Filtrat der eben beschriebenen Zinksulfatfaillung wurde dann der 
Phosphorwolframsaurestickstoff bestimmt, um den Peptonstickstoff zu 
erfassen. Da eine quantitative Bestimmung des Peptonstickstoffs bei 
Gegenwart von Fleischbasen zurzeit noch nicht durchfiihrbar ist, wurde 
versucht, ihn mit Hilfe dieser Fallung rechnerisch zu ermitteln. 

Die Filtrate der Zinksulfatfallung von Milch, Lab- und Sauermolken 
wurden mit 4ccm konzentrierter Schwefelsiure angesiuert, um das Aus- 
fallen unléslicher Zinkverbindungen zu verhindern und dann mit 20 ccm 
10proz. Phosphorwolframsaurelésung versetzt, wodurch annahernde Satti- 
gung der Fliissigkeit mit Phosphorwolframsaure erreicht war. Nach 12stiin- 
digem Stehen wurde der entstandene Niederschlag durch ein gehirtetes 
Filter abfiltriert, mit 30 Proz. Schwefelsiure nachgewaschen und der Stick- 
stoffgehalt nach Kjeldahl bestimmt. Bei der Destillation des Ammoniaks 
wurden fiir Milch !5 cem, fiir Lab- und Sauermolken je 20 cem n/70 Schwefel- 
séure als Vorlage verwendet. 


6. Bestimmung des Purinbasenstickstoj{js und des Harnsdurestickstoffs. 
Die Voraussetzungen fiir die Bestimmung liegen besonders schwierig. 
AnerkanntermaBen und auf Grund eigener Vorversuche eignet sich zur 
Abscheidung der Purinbasen am besten das Kriiger-Schmidtsche Verfahren *). 


1) BE. Spaeth, |. c.; Kriiger-Schmidt, Zeitschr. f. physiol. Chem. 45, 1, 1905 
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Bei diesem Verfahren werden die Purinbasen zusammen mit der Harn- 
siure durch Kupfersulfat und Natriumbisulfat als Kupferoxydulverbin - 
dungen gefallt und die Harnséure alsdann durch Eindampfen mit Salzsaéure 
entfernt. Wegen der in Milch und Molken vorhandenen groBen Milchzucker - 
mengen erwies es sich jedoch als unméglich, die Harnséure durch Einengen 
auf ein kleines Volumen zur Kristallisation zu bringen. Deshalb wurde der 
Stickstoffgehalt der Purinbasen gemeinsam mit dem der Harnséure bestimmt 
und dann der reine Purinbasenwert durch Abzug des fiir sich ermittelten 
Harnsiurestickstoffs vom gefundenen Stickstoffgehalt erhalten 

Damit sind aber die Schwierigkeiten noch nicht behoben. Die Ausgangs - 
fliissigkeit muB noch entsprechend vorbereitet werden, um auch ganz siche: 
zu gehen, daB keine Albumosen und Peptone mitgefillt werden. Es be- 
steht zwar vielfach die Meinung, daB durch die Kriiger-Schmidtsche Methode 
diese Stoffe nicht mitgefallt wiirdea. Bei den durchgefiihrten Bestimmungen 
zeigte sich aber, daB aus dem Essigsiureserum der Milch bei dem in Frage 
kommenden Verfahren N-haltige Stoffe mitgefillt werden, die nichts mit 
den Purinbasen zu tun haben. Wir behandelten deshalb das Essigsiure- 
serum noch besonders mit tiberschiissiger Sulfosalicylsiure (auf 10 cem 
Milch bzw. Molke bzw. dem daraus anfallenden Essigsiureserum 1,5 g 
Sulfosalicylsiure) und auch nach der Ronaschen EnteiweiBungsmethode 
mit dialysiertem Eisenoxyd. Wir erhielten so fiir die Fallung der Purin- 
basen Voraussetzunger, die uns vorteilhaft erschienen. Trotzdem aber 
miissen wir noch die Vorsicht walten lassen, die schlieBlich erhaltenen 
Werte fiir Purinbasenstickstoff mit einem Fragezeichen zu versehen. Die 
Ursache hierfiir liegt in den ohne Zweifel in der Milch bzw. den Milchseren 
enthaltenen essentiellen Aminosiiuren. Es steht noch keineswegs fest, ob 
und in welchem Ausma8 Aminosiuren bei der Kriiger-Schmidtschen Methode 
mitgefallt werden. Die meisten Aminosiuren geben zwar, als Substanz an. 
gewendet, unter den Verhiiltnissen der fraglichen Methode mit Kupfer- 
salzen bzw. Kupferoxydul keine Fillung, wohl aber ist eine solche Fallung 
zum wenigsten fiir Glykokoll und Cystin bzw. Cystein sehr gut mdglich. 
Man muB8 deshalb damit rechnen, daB bei der Purinbasenfiallung mehr oder 
weniger diese Aminosiéuren mitgefillt werden; allerdings ist der Betrag 
ein vollstaéndig unkontrollierbarer. 

Wir kamen zu dieser Anschauung, da der Purinbasenwert besonders 
bei der Sanermolke gréBer ist und mit dem Aminosiéurewert gleichmaBig 
ansteigt. Es besteht daher guter Grund, zu glauben, daB gerade unter den 
Aminosiuren der Sauermolke Cystin bzw. Cystein angereichert ist, so dal 
sich daraus unter Umstiinden auch ein héherer Purinbasenwert ergeben 
miiBte.. Bei der Kleinheit der Verhaltnisse muBten wir uns versagen, durch 
Schwefelbestimmungen ia der sogenannten ,,Purinbasenfallung™ unsere 
Vermutung zu belegen. Wir haben aber keinen Grund, daran zu zweifeln, 
daB in der Milch und in den Milchseren Purinbasen vorhanden sind; auch 
nach Abzug der Harnsiiure und des gesamten Aminosiéurestickstoffs ver- 
blieben noch Stickstoffreste, die auf Rechnung der Purinbasen zu setzen 
sind. Diese so konstruierten Purinbasenwerte sind immer noch im Verhialtnis 
zu den Harnsiurewerten bemerkenswert hoch. Eine Hypothese hierzu 
aufzustellen, steht uns bei Beriicksichtigung der nicht stichhaltigen Methodik 
nicht zu. 


Zur Ausfiihrung der Bestimmung wurden 50 ccm des mit Sulfosalicy!- 
séure bzw. mit Eisenoxyddialysat noch besonders vorbehandelten EiweiS 














476 B. Bleyer u. O. Kallmann: 


filtrats (beide Verfahren sind gleichwertig) von Milch, Lab- und Sauer- 
molken der Vorschrift entsprechend mit Natriumacetat, Natriumbisulfit 
und Kupfersulfat behandelt und der Stickstoffgehalt des gut ausgewaschenen 
Niederschlages nach Kjeldahl bestimmt. Dabei wurden als Vorlage fiir die 
Ammoniakdestillation fiir Milech 10 cem und fiir Lab- und Sauermolken 
je 15 ccm n/70 Schwefelsiure verwendet. 


7. Bestimmung der Harnsdure. 

Die Bestimmung der Harnsaure st6Bt auf besondere Schwierigkeiten, 
da bei den kleinen Werten methodische Fehler sehr ins Gewicht fallen. 
Der Harnsiuregehalt wurde schlieBlich kolorimetrisch nach einem von 
Prof. Dr. S. Thannhauser, Miinchen, Il. medizinische Klinik'), bei Blut- 
und Harnuntersuchungen angewendeten Verfahrens ermittelt. Diese Methode 
besitzt gegeniiber der von W. Denis und A. S. Minot*) angegebenen den 
Vorzug groBer Einfachheit und liefert gute Resultate. Wahrend W. Denis 
und A.S. Minot die Harnsiure mit Zinkacetat fallen, sie dann isolieren 
und erst die freie Saure mit Phosphorwolframsaure kolorimetrisch bestimmen, 
wird bei der Thannhauserschen Methode die Bestimmung direkt im Eiweib- 
filtrat mit Hilfe von Arsenwolframséure vorgenommen. 

Die zur Ausfiihrung dieser Bestimmung erforderliche Stamm-Harn- 
sdurelésung und Arsenwolframsaurelésung wurden nach den von S. Thann- 
hauser angegebenen Vorschriften hergestellt. 

Die Harnséurestammlésung enthailt 1 g Harnséiure und 0,5 g Lithium- 
carbonat, gelést in 1 Liter Wasser unter Zugabe von 25 cem 40proz. Form- 
aldehyd und 50 ccm 25proz. Essigsiure, also 1 mg Harnséure in | cem 
Lésung. 

Das Arsenwolframsaurereagens stellt eine durch Bromwasser entfarbte 
Lésung von 10proz. wolframsauren Natrium und 12,5proz. Arsenséure- 
anhydrid dar. Es besitzt eine gelbe bis gelblich-blaue Farbe. 

Die Eichung des Kolorimeters wurde mit 20ccem einer Testlésung 
vorgenommen, die | ccm Harnsiurestammlésung in 100 cem Wasser ent- 
hielt, so daB der Héchstwert des Kolorimeters bei 0,2 mg Harnsiéure lag. 

Zur Ausfiihrung der Bestimmung wurden dann 20 ccm der Testlésung 
= 0,2 mg Harnséure in einem 100-ccm-MeBkolben auf etwa 80 ccm ver- 
diinnt, 10ccm 10proz. Natriumcyanidlésung, wie 2ccm Arsenwolfram- 
sdurereagens hinzugegeben und auf das Volumen aufgefiillt. Nach 15 Mi- 
nuten langem Stehenlassen, zur Entwicklung der vollen Farbintensitat, 
war die tiefblau gefarbte Létung zum Vergleich mit der gleichzeitig ange- 
gesetzten Untersuchungslisung bereit. 

Fiir die Bestimmung der Harnséure bei der Milch wurden 80 ccm 
EiweiBfiltrat verwendet, die dann ganz analog mit Natriumcyanidlésung 
und Arsenwolframsiéurereagens versetzt und in gleicher Weise wie die 
Testlésung behandelt wurden. Bei den Lab- und Sauermolken dagegen 
wurden des voraussichtlich gréBeren Gehaltes wegen 25 bis 50 ecm EiweiB- 
filtrat benutzt. 

Diese Methode liefert einwandfreie Resultate, wenn a) die Unter- 
suchungs- und die Testlésung gleichzeitig angesetzt werden und b) die 
Beobachtung stets unter den gleichen Bedingungen erfolgt. 

Zu a): Liangeres Stehen der Lésung bedingt Abnahme der Farb- 
intensitaét und dadurch vollstandig unrichtige Werte. 


1) Noch nicht veréffentlicht. 
3) le. 
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Zu b): Da festgestellt wurde, daB die Beobachtung bei Tageslicht 
infolge der stets wechselnden Lichtverhaltnisse wesentliche Schwankungen 
in den Resultaten bei sonst véllig gleichen Versuchsbedingungen mit sich 
bringt, so wurde nach langeren Versuchen eine besondere Apparatur gebaut, 
die, obwohl sie nur eine behelfsmaBige war, doch die gestellten Anforderungen 
erfiillte. 

Diese Apparatur besteht aus einem dreifaicherigen Holzgehiuse mit 
abnehmbarem Deckel. An der Vorderwand des Gehiiuses befindet sich 
die Beobachtungséffnung in Héhe des Beobachtungsfeldes des Kolori- 
meters. In 20cm Abstand von der vorderen Wandung ist eine weitere 
Wand eingefiigt, die ganz gleich wie diese beschaffen ist, also eire in gleicher 
Hohe liegende Offnung besitzt und den Zweck hat, das Beobachtungsfeld 
des dahinter aufgestellten Kolorimeters stets in gleicher Entfernung vom 
Beobachter zu halten. Die zweite Wand, die zwischen dem Kolorimeter und 
der Hinterwand steht, dient zur Aufnahme der, entsprechend der Farbe 
der im Kolorimeter befindlichen Lésungen, vor das kiinstliche Licht vor- 
zuschaltenden Scheibe. In dem hinteren Raume ist als Lichtquelle eine 
15-Volt-Metallfadenlampe angebracht. 

Nach langeren Versuchen erwies sich fiir die kolorimetrische Be- 
stimmung blauer Lésungen, wie z. B. der Harnséurelésungen, die Vor- 
schaltung einer Gelbscheibe, wie sie fiir photographische Zwecke gebraucht 
wird, als giinstig. Fiir gelbe oder rotgelbe Lésungen dagegen wurden mit 
vorgeschalteten Violettscheiben gute Ergebnisse erzielt. 


8 Bestimmung des Aminosduresticksto//s. 

Fiir die Bestimmung des Aminosiurestickstoffs standen zwei brauch- 
bare Verfahren zur Auswahl, zunachst die bekannte van Slyke sche Methode 
der Bestimmung mit salpetriger Siure und ferner eine von O. Folin') aus- 
gearbeitete kolorimetrische Methode, die auf Farbreaktionen zwischen 
Chinonen und Aminosiuren beruht. 

W. Denis und A. S. Minot arbeiteten nach dem Verfahren von van Slyke 
unter Verwendung der Mikroapparatur. Sie enteiweiBten die Milch mit 
Kupferacetat und entfernten die Calciumsalze durch zweimalige Fiallung 
mit Kaliumoxalat, um beim Kochen ein klar bleibendes Filtrat und um 
beim Eindampfen der Lésung auf ein kleines Volumen zur Vorbereitung 
auf die Aminosvickstoffbestimmung nicht zu viel feste Substanz zu erhalten, 
da diese ein Arbeiten mit der van Slyke-Apparatur unmédglich gemacht 
hatte. 

Wahrend dieser Weg ziemlich umstindlich ist, besitzt dagegen die von 
O. Folin angegebene kolorimetrische Methode den Vorzug groBer Einfachheit. 
Diese wurde deshalb bei der Untersuchung der EiweiBfiltrate von Milch, 
Lab- und Sauermolken benutzt, da bei Parallelbestimmungen nach dem 
Verfahren von van Slyke gleiche Werte erhalten wurden. 

O. Folin wendet zur Durchfiihrung der Aminosiiurebestimmung das 
Natriumsalz der $-Naphthochinonsulfosiiure als Reagens an. Dieses Salz, 
das eine gelbe Farbe besitzt, gibt mit den Aminosiiuren eine rotgelbe 
Farbung. die sich gut kolorimetrisch festlegen l4Bt. Seine Herstellung 
erfolgte nach der von O. Folin®) angegebenen Vorschrift. 


1) O. Folin, Journ. of biol. Chem. 51, 453, 1922. 
%) le. 
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Das so erhaltene Salz war goldgelb und vollkommen rein. Seiner 
leichten Zersetzbarkeit wegen wurde es in Mengen von 0,1 g in kleine 
Réhrechen eingeschmolzen. 


Zur Durchfiihrung der Aminosiurestickstoffbestimmung wurde 
ferner noch eine Stammaminosiurelésung hergestellt, die 0,1337 g 
Glykokoll und 0,5 g Natriumbenzoat in 250 ccm n/10 Salzsiure enthielt, 
so daB in 1 cem dieser Lésung 0,1 mg Stickstoff vorhanden war. 

Als Testlésung zur Eichung des Kolorimeters wurde l ccm der 
Stammaminosaéurelésung verwendet. 


Zur Ausfiihrung der Bestimmung wurde nun in ein bis 25 ccm gra- 
duiertes Reagenzrohr leem der Stammglykokollésung gebracht, 1 cem 
Natriumcarbonatlésung hinzugegeben, mit Wasser auf 10 ccm aufgefiillt. 
mit 5eem einer frisch bereiteten 0,5 proz. Lésung des #-naphthochinon- 
sulfosauren Natriums versetzt und 24 Stunden in einem dunklen Raume 
stehengelassen. 

Gleichzeitig mit dieser als Vergleichsfliissigkeit dienenden Lésung 
wurde die auf ihren Gehalt an Aminosiuren zu antersuchende Fliissigkeit, 
in diesem Falle das EiweiGfiltrat der Milch, in ganz analoger Weise angesetzt. 
Da sich jedoch die Aminosiurekonzentration des MilcheiweiBfiltrats fiir 
die Untersuchung als zu gering erwies, wurden 25 ccm des Filtrats auf etwa 
4cem eingeengt und diese dann in ein zweites bis 25 cem graduiertes 
Reagenzglas gebracht, | cem n/10 Salzséure, 1 cem | proz. Natriumearbonat- 
lisung hinzugefiigt und mit Wasser auf 10 ccm aufgefiillt. Nach Zusatz 
von 5ecem der 0,5proz. Lésung des Reagens wurde ebenfalls 24 Stunden 
stehengelassen. 

Fiir die Bestimmung mit Lab- und Sauermolken wurden infolge der 
geniigenden Aminosiurekonzentration 5 bzw. 8ccem des EiweiBfiltrats 
angewendet. 

Nach Ablauf der 24 Stunden wurde in jedes der beiden Reagenzgliaser 
noch 1 cem einer Lésung von 5 Proz. Natriumacetat in 25proz. Essigséure 
gegeben, um die Farbreaktion zu verstirken und die Abscheidung freien 
Schwefels bei der nun folgenden Zugabe von 5ccm 4proz. Natriumthio- 
sulfatlésung zu verzégern. Letzterer Zusatz erfolgte, um das tiberschiissige 
Chinon zu zerstéren. Beide Lésungen wurden alsdann mit Wasser auf 
25cem aufgefiillt und nach 3 Minuten langem Stehen im Kolorimeter 
verglichen. 

Die Beobachtung des Kolorimeters wurde in der gleichen Apparatur 
vorgenommen, wie sie bei der Harnsiurebestimmung beschrieben ist. 
Des gelbroten Farbtons der Liésungen wegen wurde aber diesmal eine 
Violettscheibe vor die Lichtquelle geschaltet. 


9. Bestimmung des Kreatinins und des Kreatins. 
Fir die Bestimmung des Kreatinins und Kreatins konnte leider 
trotz vieler Bemithungen keine einwancfreie Methode gefunden werden. 
Die einzige bisher bekannte quantitative Bestimmung ist die von 
O. Folin*), nach der der Gehalt an Kreatinin mit alkalischer Pikrinséure- 


1) O. Folin, Journ. of biol. Chem. 17, 475, 1914;.0. Folin und W. Denis, 
ebendaselbst 28, 349, 1917. 
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lésung kolorimetrisch festgestellt wird. Bei Anwendung dieser Methode 
auf Milch und Molken werden aber sehr hohe, voéllig unzuverlissige Werte 
infolge einer sofort eintretenden, standig anwachsenden Farbzunahme, 
erhalten, die auf den durch die Natronlauge hervorgerufenen Abbau des 
Milchzuckers zuriickzufiihren ist. 


Diesen Ubelstand suchten W. Denis und A. S. Minot dadurch zu be- 
seitigen, daB sie zu der Testlésung eine dem Gehalt der Milch normalerweise 
entsprechende Milchzuckermenge hinzufiigten. Sie erhielten so auch an- 
nihernd halb so groBe Werte als bei Bestimmunyen ohne Milchzuckerzusatz. 
Diese Werte kontrollierten sie dann durch Anwendung eines ganz anderen 
Verfahrens, indem sie den Milchzucker durch Kupfersulfat und Calcium- 
hydroxyd entfernten. Dabei fanden sie, daB die nach beiden Verfahren er- 
haltenen Werte im wesentlichen iibereinstimmten, und wendeten deshalb 
das letztere als das richtigere an. 


Die in dieser Arbeit ausgefiithrten Analysen haben jedoch ergeben, 
daB diese Methode nicht einwandfrei ist, da ein Teil des Kreatinins 
bei der Milchzuckerfillung mitgerissen wird, so daB von zugesetzten 
Kreatininmengen oft nur 50 Proz. zuriickerhalten werden. 


> r a 
Da aber kein besseres Verfahren gefunden werden konnte, mubte 
die genannte Folinsche Methode auch fiir unsere Bestimmungen vor- 
laufig zugrunde gelegt werden. 


20 cem Milch, Lab- oder Sauermolken wurden in einem 100-ccm- 
MeBkolben mit 10 cem 20proz. Kupfersulfatlésung und 30 ccm einer 10proz. 
Aufschwemmung von Calciumoxyd versetzt, mit Wasser auf das Volumen 
aufgefiilit und 30 Minuten stehengelassen. Nach dem Zentrifugieren wurde 
abfiltriert und in dem klaren farblosen Filtrat das praformierte Kreatinin, 
ebenso wie spiiter das Kreatin nach dem Erhitzen im Autoklaven, bestimmt. 


Die Ausfiihrung dieser Untersuchungen erfolgte unter Anlehnung an 
die von S. Thannhauser-Miinchen fiir Bestimmungen im Blut und Harn 
angewendete Methode. 

Es wurde zuniichst eine Stammkreatininlésung hergestellt, die 0,25 g 
Kreatinin in 240 ccm n/50 Salzsiure gelést enthielt Durch Verdiinnen 
von 2cem dieser Stammlisang auf 100 ccm wurde dann die Testlésung 
erhalten, mit der das Kolorimeter geeicht wurde. 


Zur Bestimmung wurden 20 ccm dieser Testlésung mit l5ccm ge- 
sittigter 1,2proz. Pikrinsiurelésung und 5cem n Natronlauge versetzt 
und 10 Minuten stehengelassen. 


Weiter wurden gleichzeitig zu 20 ccm des obigen, nach den Angaben 
von W. Denis und A. S. Minot gewonnenen Filtrats von Milch, Lab- und 
Sauermolken in gleicher Weise 15 ccm Pikrinséurelésung und 5 ccm 
n Natronlauge hinzugegeben, die Lésung nach 10 Minuten langem Stehen 
vom ausgeschiedenen Calciumhydroxyd abfiltriert und mit der Testlésung 
im Kolorimeter verglichen. 


Die Beobachtung des Kolorimeters erfolgte wiederum in der bei der 
Harnsaurebestimmung beschriebenen Apparatur unter Vorschaltung einer 
Violettscheibe vor die Lichtquelle wegen der gelben Farbe der Kreatinin- 
lésungen. 
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Der Kreatingehalt der Milch, Lab- und Sauermolken wurde durch 
Uberfiihrung des Kreatins in Kreatinin und Bestimmung des Gesamt- 
kreatinins in der eben wiedergegebenen Weise ermittelt. 

Um das Kreatin in das Kreatinin iiberzufiihren, wurden nach 
den Angaben von W. Denis und A.S. Minot zu 25 ccm des oben ge- 
wonnenen Filtrats 5 Tropfen n Salzsiure hinzugefiigt und dann im 
Autoklaven 30 Minuten auf 120° erhitzt. 

Zur Gehaltsbestimmung wurden 20ccm dieser Lésung, die nun 
alles Kreatin als Kreatinin enthielt, mit Pikrinsiure und Natronlauge 
wie vorher versetzt und mit 20cem Testlésung, der noch 4 Tropfen 
n Salzsiure hinzugegeben waren, nach Zusatz von Pikrinséure und 
Natronlauge im Kolorimeter verglichen. 


10. Bestimmung des Harnstoffstickstofjes. 


Die Bestimmung des Harnstoffstickstoffs erfolgte mit Hilfe von Urease '), 
und die so erhaltenen Werte wurden dann durch Harnstoffbestimmungen 
nach K.H. Moérner*) kontrolliert. 

Zur Ausfiihrung der Bestimmungen wurde der Luftstromdestillations- 
apparat verwendet, der von Lautenschldger in Miinchen hergestellt wird. 

Von den in dieser Apparatur vorhandenen neun Reagenzglisern werden 
in vier auf einer Seite befindliche je 25 ccm des EiweiBfiltrats von Milch, 
Lab- und Sauermolken gegeben und in die vier gegeniiberliegenden je 
10 cem n/70 Schwefelsaure als Vorlage zebracht. In das neunte Reagenzglas, 
das den anderen vorgeschaltet ist, wird verdiinnte Schwefelsiure gegeben, 
die dazu dient, im hindurchgesaugten Luftstrom etwa vorhandenes Ammoniak 
zu binden. 

Zugabe einer Pufferlésung zum EiweiBfiltrat, wie das bei den Harnstoff- 
bestimmungen im Blute geschieht, ist wegen des reichen Gehaltes der Milch 
an Phosphaten nicht erforderlich. Daher wurden die EiweiBfiltrate nur 
noch mit 4 bis 5 Tropfen Octylalkohol versetzt, um das Schiumen zu ver- 
hindern, und eine Messerspitze Arlco-Urease hinzugefiigt. Alsdann wurde 
die Apparatur an eine Wasserstrahlpumpe angeschlossen und 1% Stunde 
lang ein ruhiger, gleichmaBiger Luftstrom hindurchgesaugt. Nach dem 
Stehen iiber Nacht wurden zu den EiweiBfiltraten je etwa 2g Natrium- 
carbonat hinzugegeben, um das aus dem Harnstoff gebildete Ammoniak 
in Freiheit zu setzen, das dann durch dreistiindiges Hindurchsaugen des 
Luftstroms in die vorgelegte n/70 Schwefelsiure iibergetrieben wurde. 
Der Gehalt an Ammoniak wurde darauf durch Zuriicktitrieren mit n/70 
Natronlauge festgestellt. 

Da bei diesem Verfahren in den Untersuchungsfliissigkeiten etwa vor- 
handenes Ammoniak mit iiberdestilliert und als Harnstoff bestimmt wird, 
muB8 der Ammoniakgehalt durch eine besondere Bestimmung festgestellt 
und der gefundene Wert vom Harnstoffwert in Abzug gebracht werden. 


1) van Slyke und Cullen, Journ. of biol. Chem. 19, 211, 1914; J. J. 
Marshall, ebendaselbst 15, 487, 1913. 
*) K. H. Moérner, Skand. arch. Physiol. 14, 300, 1903. 
































Inhaltsstoffe der Milch. I. 481 


Zur Kontrolle der nach dieser Methode erhaltenen Resultate 
wurden Harnstoffbestimmungen nach dem Verfahren von AK. H. 
Morner') ausgefiihrt. 

5eem Milch, Lab- und Sauermolken wurden mit Bariumhydroxyd 
zur Befreiung von den stérenden Kohlehydraten und EiweiBstoffen versetzt 
und der Harnstoff mit einer Alkoholithermischung aufgenommen. Aus 
dem Filtrat wurde dann durch Abdampfen mit Magnesiumoxyd etwa in 
Lésung gegangener Zucker entfernt und der im Riickstand enthaltene 
Harnstoff durch konzentrierte Salzsiture und Magnesiumchlorid hydrolysiert. 
Die Bestimmung des Stickstoffgehalts erfolgte darauf nach Kjeldahl. 

Die nach beiden Methoden erhaltenen Werte stimmten gut iiberein, 
Zur Erzielung richtiger Ergebnisse bei der Verwendung von Urease 
ist es jedoch notwendig, daB der Wirkungswert der Urease stets sorg- 
faltig kontrolliert wird. Von vier verschiedenen Ureasesorten wurde 
bei der Bestimmung des Wirkungswertes nur bei einer der theoretische 
Wert gefunden. Die Beschaffung einer einwandfrei wirkenden Urease 
ist mit groBen Schwierigkeiten verkiinpft, so daB viel vergebliche Arbeit 
geleistet wurde. 


11. Bestimmung des Ammoniakstickstof/s. 


Der Gehalt an Ammoniakstickstoff wurde nach O. Folin?) durch 
Zusatz von Natriumcarbonat zu den Untersuchungsfliissigkeiten und 
Austreiben des frei gemachten »eymoniaks durch einen starken Luft- 
strom bestimmt, wobei der zuvor wiedergegebene Luftstromdestillations- 
apparat verwendet wurde. 

Zur Ausfiihrung der Bestimmung wurden 25 ccm des EiweiBfiltrats 
von Milch, Lab- und Sauermolken in die vier auf der einen Seite befindlichen 
Reagenzgliser gebracht, 3 bis 4g Natriumchlorid, 2g Natriumcarbonat 
und 4 bis 5 Tropfen Octylalkohol hinzugefiigt und in die vier gegeniiber- 
liegenden Gliiser je 10 cem n/70 Schwefelsiiure als Vorlage gegeben. Darauf 
wurde, wie bei der Harnstoffstickstoffbestimmung, nach ',stiindigem 
Hindurchsaugen eines ruhigen, gleichmaBigen Luftstroms die Apparatur 
iiber Nacht stehengelassen und alsdann wiederum 3 Stunden lang Luft 
hindurchgesaugt. Die Menge des iibergetriebenen Ammoniaks wurde durch 
Zuriicktitrieren mit n/70 Natronlauge bestimmt. 


12. Bestimmung des Nicht-proteinstickstoj/s 
nach W. Denis und A. S. Minot. 


Zur Ausfiihrung dieser Bestimmung wurden nach W. Denis und 
A. S. Minot 10 cem Milch, Lab- und Sauermolken mit Kupfersulfatlésung 
unter Erhitzen im siedenden Wasserbade von Fett und Eiweif befreit 
und aus dem Filtrat der Milchzucker nach Zugabe von Formaldehyd durch 


4) lic. 
2) O. Folin, Zeitschr. f. physiol. Chem. 37, 161, 1902. 
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Versetzen mit einer Aufschlemmung von Calciumoxyd entfernt. Das 
iiberschiissige Calcitumhydroxyd wurde dann durch Zusatz einer Mischung 
von Oxalsiure und Kaliumoxalat ausgefiilt. Wahrend nun diese Autoren 
in dem so erhaltenen Filtrat den Stickstoffgehalt kolorimetrisch mit 
Neflers Reagens ermittelten, wurde dieser bei den in dieser Arbeit aus- 
gefiihrten Analysen nach Kjeldahl bestimmt, wobei zuvor je 50 ccm des 
Filtrats, die 3,75 cem der Ausgangsfliissigkeit entsprechen, auf dem Wasser- 
bade auf etwa 10 ccm eingeengt wurden. Als Vorlage bei der Ammoniak- 
destillation wurden fiir Milch, Lab- und Sauermolken je 10 cem n/70 
Schwefelsiure verwendet. 

Aus der groBen Zahl der Serien- und Einzelversuche fihren wir 
folgende an, die besonders charakteristisch sind und bei deren Durch- 
fiihrung alle Erfahrungen vorhergegangener, zum Teil vergeblicher 
Analysen verwertet wurden. 


Magermilch einer Kuh in mittlerer Lactation fiir sich gesammelt und alleia 
verarbeitet. 





Spez. | “Auregmd | Fett 

Gewicht — a 

Volimileh .. ny See 1.0311 6.3 2.95 

Daraus hergestellte Mage rmilch —_ ‘ 1,0336 7,2 0,1 
Aus der Magermilch hergestelite Labungs- 
molke (0,4 com Labessenz 1: 10000 auf 

1,5 Liter)... 1,0267 8.8 — 
Aus der Magermilch hergestellte Sauermolke 

(Saurewecker Einwirkung bei 38°) . 1,0276 26,8 = 


Zahlenangaben in Milligrammen in 100 cem. 





Vollmilch Labmolke Sauvermolke 


er a a a are ore 466,4 125,2 119,7 


OE ee eee 392,0 65,8 56,3 
Reststickstoff (rechnerisch). . . ‘ 744 49.4 63,4 
Reststickstof, (gefunden) = Filtrat- Gescmtstickstoff . ‘ 69,0 51,2 62,4 
P(e errr a 33,1 | 189 243 
Phosphorwolframsburestickstoft (Pepton- . 

stickstoff) . . oe se wee ee le 19.5 20,4 18,2 
Purinbasenstichstol! . i at. See ee Ss 23 1,2 2,2 
Harnséure. . ate eee ee 1.6 0,6 1,2 
Kreatinin (priformiert) oe ee ee ee 14 1,2 1,2 
Kreatin . . re ee 2,6 2.1 2,1 
Aminosaurestickstoff _ ee ee ee 2,9 3,1 7,8 
Harnstoffstickstoff. . . ar lay 10,1 10,8 12,0 
Ammoniakstickstoff (praformiert) ere — 1,2 3,0 
Reststickstoff nach W. Denis und A.S 

og ee a ee ee 2333 | 238 36,2 


Die erhaltenen Zahlen zeigen ein befriedigendes Bild. Bemerkens- 
wert ist, daB auch wir, gleich wie W. Denis und A. S. Minot, in cer 
Kuhmilch Harnsiure gefunden haben. Nach den bisherigen Unter- 
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suchungen hat man im Rinderblutserum bisher keine Harnsiure nach- 
weisen kénnen; auch neueste Arbeiten hieriiber waren negativ'). Der 
Wert des Purinbasenstickstoffs ist gegeniiber den sonst beobachteten 
Verhaltnissen von Harnsiiure zu Purinbasen (z. B. Harn und Blut) 
beachtenswert hoch. Durch die Labung und Siéuerung der Milch steigt 
der Ammoniakstickstoff und der Aminosiurestickstoff an, was ein- 
leuchtend ist. Der Gehalt an Kreatinin ist relativ hoch und fallt, wie 
auch der Harnstoffwert, mit den entsprechenden Werten des Rinder- 
blutserums ziemlich zusammen; iiber diese letzteren Zahlen sind gerade 
in jiingster Zeit verlissige Angaben gemacht worden*®). Der Wert 
fir den Peptonstickstoff ist, wie schon beim methodischen Teil erwahnt, 
nicht als ganz sicher anzusehen. Wir wollen aber noch keine Schliisse 
daraus ziehen, ca ja auch der hohe Albumosenwert der genuinen Milch 
bereits ais Ausdruck einer Verinderung des urspriinglichen Caseins 
angesehen werden kann, die durch die EnteiweiBung, wenn sie auch 
noch so sorgfaltig und vorsichtig ausgefiihrt wurde, zustande gekommen 
sein konnte. 

Die EnteiweiBungsmethode nach W. Denis und A. S. Minot fiihrte 
zu einem ganz anderen Ausgangsstoff, wie unsere Methode, was auch 
erklirlich ist. Trotzdem sind die von den beiden Autoren in ihrem 
Ausgangsmaterial gefundenen Zahlen fiir Harnstoffstickstoff, Amino- 
siurestickstoff, Kreatinin, Harnsiiure mit unseren Zahlen gut tiberein- 
stimmend., Sie fanden zum Beispiel: 


Harnstoffstickstoff . . . . . 9,0 bis 10,0mg in 100 cem Milch 

Aminosaurestickstoff . . . . 4,0 ,, 4,5 ,, ,, 100 ,, ” 
(van Slyke-Methode ) 

Kreatinin 2.8 sé co. * 1.3 bis 1.5 mg in 100 cem Milch 

ey « « t«s « =. ae a) Se eee os % 


Uber Molke und andere Stickstoffarten liegen bei den beiden 
Autoren keine Angaben vor. Bei der guten Ubereinstimmung trotz 
verschiecener Methoden kann man wohl zu cen mitgeteilten Zahlen 
Zutrauen haben. Die ,,EnteiweiBung** von W. Denis und A. S. Minot 
geht weiter wie unsere, sie schlieBt den gréBten Teil des Albumosen- 
stickstoffs mit ein und macht im allgemeinen vor Cem ,,Peptonstickstoff* 
halt, wie ihre Zahlen fiir den Reststickstoff = 22 bis 26 mg in 100 cem 
Milch zeigen’; dieser Wert schlieBt den eigentlichen Reststickstoff mit 
einem groBen Teil des Peptonstickstoffs in sich. 

Durch diese Untersuchungen erhielten auch die Mitteilungen von 
G. Wiegner*) eine niihere Erklarung. Dieser Autor hat gelegentlich 
der Untersuchung des Chlorcaleiumserums cer Milch auch einen Anhalts- 


1) 4. Scheunert und H.v. Pelchrzim, diese Zeitschr. 189, 17, 1923. 
2) Dieselben, |. ce. 
3) G. Wiegner, Milchwirtschaftl. Zentralb!. 5, 473, 1909. 
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punkt tiber die Art der Eiweibstoffe dieses Serums zu bekommen 
versucht, indem er dieses Serum teils mit Essigsiure in der Hitze gefallt 
und das Filtrat dann anteilsweise mit Zinksulfat (= ,,Albumosen- 
stickstoff"), teilweise mit Gerbsiiure (= ,,héhere Peptone*), teilweise 
mit Phosphorwolframsiure (= ,,niedere Peptone*) fallte, ferner im 
Filtrat durch Destillation mit MgO ,,Ammoniakstickstoff* feststellte, 
worauf er den Rest als ,,Amidsubstanzen™ ansprach. 

Hierbei stellte G. Wiegner fest, daB auch in seinem Falle von dem 
SerumeiweiB nur der kleinere Teil rurch Hitze fallbar und der gréBere 
Teil als ,,Albumosen- und Peptonstickstoff anzusehen ist. Leider 
sind die Angaben des Autors nur sehr kurz. 


Klare Verhiltnisse kénnen nur erwartet werden, wenn die zu 
untersuchende Milch in ihrer Vorgeschichte ganz genau bekannt ist. 
Von Mischmilch z. B., die das Gemelk von vielen Kiihen darstellt, 
die mehr oder weniger lang herumgestanden ist, immer mehr oder 
weniger frischmelke Milch, unter Umstinden auch Kolostralmilch in 
schwer oder gar nicht kontrollierbarer Weise enthailt, kann man nicht 
gut zusammen stimmende Zahlen erwarten. Man wiirde sich viel Miihe 
machen und doch zu keinem Ziele kommen. Ein Beispiel hierfiir: 


Mischmilch einer GroBmolkerei, 


enthalt Abend- und Morgenmilch gemischt; aus der Vollmilch wurde 
ebenfalls Magermilch und aus dieser Labmolke und Sauermolke her- 
gestellt (s. oben!). 


Zahlenangaben in Milligrammen in 100 cem. 





Volimilch Labmolke Sauermolke 


oak i ie ee be ce 510.8 136.0 128.5 
ee ae 449.2 69.8 47,6 
Reststickstoff (errechnet) ........ 61,6 66,2 80.9 
Albumosenstickstoff ........... 314 20,0 27,8 
Phosphorwolframsaurestickstoff (Pepton- 

De i. ala Sp le i ye nicht bestimmt 
Purinbasenstickstoff .......... 2.8 2.4 23 
Harnsaure . apie sas 3.5 3,7 3,8 
Kreatinin (praformiert) 1,2 11 1,1 
Aminosaurestickstoff . 2.8 3,3 7,7 
Harnstoffstickstoff . 11,30 9,70 10.4 


Ammoniakstickstoff (praformiert) 


Bei dieser Mischmilch kommt man schon naher an die Zahlen, 
die bei den Vorversuchen mittels gréberer Methoden erhalten wurden. 
Sie kehren bei Verwendung von Durchschnittsmischmilch und Misch- 





deta sane viet Se 
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molken mit kleineren Abweichungen wieder, so daB sie als Durch- 
schnittswerte angesehen werden kénnen, z. B.: 


Mischmolke aus der Weich-(Limburger)-Kiserei (Labmolke): 


Gesamtstickstoff..... . . 120,2 
EiweiBstickstoff ....... 53.9 
nD 6 « «¢ «s+ «+ -« « een 


(einschlieBlich Albumosen- und ‘Peptonstickstoff) 


Mischmolke aus der Sauerkiserei (Sauermolke): 


Gesamtstickstoff ..... . . 126,8 
EiweiBstickstoff ....... 47,9 
=p ee 


(einschlieBlich Albumosen- und Peptonstickstoff) 


Mischmilchen einer fremden Kaserei mit unbekannter Vorgeschichte : 





1 2 

ok es ne ee ee 510.0 504.0 
Toe ee Tae ee 430.0 448.2 
Reststickstoff (einschlieBlich Albumosen- und 

Pea Se eee 80.0 55,8 
[SS =r ea 27,2 20,0 
Phosphorwolframsaurestickstoff .....4... 23,0 22,0 
Er? . . oS <6 ss 4 6 3 #8 @'« 3,2 19 
RE Ss a hig vcs Hua alos at eich se 2,2 1,8 
Kreatinin (priformiert) .........+46-s 1,2 11 
ea ee ek ee wn we 14,1 9,0 
ee ee ee 08 — 
Reststickstoff nach W. Denis und A. S. Minot 

bestimmt a ee eee pela Se 22.6 21,7 


Bei den gefundenen Zahlen, die iiber die Stickstoffverteilung in 
der Milch nunmehr einen befriedigenden AufschluB geben, wird es 
unwahrscheinlich, daB in der Milch neben dem Nucleoalbumin (Casein) 
auBer hitzefillbarem Protein noch irgendwie nennenswerte Mengen 
anderer Eiwei8kérper vorhanden sind. In den hitzefillbaren Anteil 
lassen sich zwanglos das Albumin und das Globulin des Milchserums 
einteilen, und in die Albumose- und Peptonfraktion kénnen die unter 
mannigfacher Bezeichnung segelnden, hochmolekularen, zum Teil als 
Laboratoriumsprodukte anzusehenden EiweiBabkémmlinge (Nucleone, 
Caseosen, Molkenprotein, Lactoprotein usw.) eingereiht werden. Man 
bekaime dadurch ein iibersichtliches Bild von den stickstoffhaltigen 
Bestandteilen der Milch und des Milchserums, und damit wire ohne 
Zweifel manches zum Verstandnis der Milchchemie gewonnen. Man 
kénnte dann folgende einfache Gliederung vornehmen: 

Biochemische Zeitschrift Band 153. 32 
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Stickstoffhaltige Bestandteile der Milch: 

1. Casein (Nucleoalbumin), 

2. Albumin (Globulin); Globulin unwahrscheinlich; Entstehung 
des Globulins, das gar kein echtes Globulin, sondern nur 
Pseudoglobulin ist, aus dem Albumin durch Zerfall (unter 
gleichzeitiger Bildung von Aminosiuren), 


3. Albumosen, 
4. Peptone, 
5. Reststickstoffkérper (Purinbasen, Harnsiure, Harnstoff, 


Ammoniak, Kreatin und Kreatinin, Aminosiuren). 
Dazu treten noch als weitere konstante stickstoffhaltige Bestand - 
teile Rhodanide (s. spiiter) und ein stickstoffhaltiger Farbstoff (s. spater). 


Nachtrag. 

Nach Fertigstellung vorstehender Untersuchung erschien eine 
Arbeit von A. Mader, ,,Die essentiellen Aminosiuren in der Kuhmilch 
und Frauenmilch”, im Jahrbuch fiir Kinderheilkunde 101 (3. Folge), 
28),1923. 

/ Diese Arbeit gibt eine gewiinschte Bestaétigung. Der Autor fand 
"in der Kuhmilch die Anwesenheit praformierter Aminosaduren bestatigt 
und bestimmt ihre Menge zu 18 bis 25mg Aminostickstoff pro Liter, 
d. h. 1,8 bis 2,5 mg-Proz., ein Wert, der mit unseren Werten gut tiber- 


einstimmt. 











Die Fermente der Haut. II. 


Von 
4. Wohigemuth. 


Uber die Verteilung der Fermente in der Haut 
und iiber das Vorkommen einer Nucleotidase. 


Von 
Erich Klopstock. 


(Aus der chemischen und dermatologischen Abteilung des Rudolf Virchow- 
Krankenhauses zu Berlin.) 


(Eingegangen am 27. Oktober 1924.) 


Von der Voraussetzung ausgehend, daB, wenn ein reger Stoff- 
wechsel in der Haut sich abspielt, dieser in erster Reihe sich dokumen- 
tieren miiBte durch die Gegenwart eines betriichtlichen Ferment- 
bestandes, haben Wohlgemuth und Yamasaki!) zum erstenmal die 
menschliche Haut auf ihren Gehalt an Fermenten untersucht und sind 
dabei zii interessanten Ergebnissen gekommen. Es lieB sich zeigen, 
daB der Fermentgehalt der Haut ein wider Erwarten hoher ist, an die 
fermentreichsten Organe heranreicht, ja diese bisweilen sogar tiber- 
trifft. So stellten sie in den tieferen und oberflichlichen Schichten der 
Haut Diastase in einer Quantitat fest, wie man sie selbst in der Leber 
mitunter nicht antrifft, und Lipase in einer Wirkungsstirke, die hinter 
der lipolytischen Kraft des Serums nicht viel zuriickbleibt. Diese 
Lipase zeigte aber die Eigentiimlichkeit, gegen Chinin und Atoxyl 
unempfindlich zu sein. Ferner wurde Katalase in _ betriichtlicher 
Quantitaét angetroffen und auBerdem eine gut wirksame Phenolase, 
die jedoch nur zweifach hydroxylierte Benzolderivate wie Adrenalin, 
Brenzeatechin und Dioxyphenylalanin zu oxydieren vermag, nicht 
dagegen Tyrosin. Der Nachweis von Fermenten des EiweiBstoffwechsels 
gelang nur insoweit, als die Haut ein autolytisches Ferment enthiilt, 

1) Wohlgemuth und Yamasaki, Klin. Wochenschr. 1924, Nr. 25; diese 
Zeitschr. 147, 203, 1924. 
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also eine Protease, die imstande ist, nur das eigene Eiwei8 der Haut 
zu verdauen, nicht aber fremdartiges, selbst wenn es noch so leicht 
angreifbar ist, wie z. B. die Fibrinflocke. Dagegen konnte die Gegenwart 
eines peptolytischen Ferments festgestellt werden, indem durch Haut- 
extrakt das Dipeptid Glycyl-tryptophan in seine beiden Komponenten 
zerlegt wurde. 

Wir hatten uns nun die Aufgabe gestellt, einmal im Hinblick auf 
die groBe Bedeutung des Proteinstoffwechsels fiir das normale und 
pathologische Verhalten der Haut nach weiteren, fiir den Zellabbau 
wichtigen Fermenten zu fahnden, sodann aber auch zu ermitteln, ob 
in der ganzen Hautoberfliche die Fermentverteilung eine vollkommen 
gleichmaBige ist, oder ob sich fiir verschiedene Hautpartien Unter- 
schiede im Gehalt bestimmter Fermente erkennen lassen. 

Beziiglich des ersten Punktes waren zunichst unsere Bemiihungen 
darauf gerichtet, festzustellen, ob sich nicht doch in der Haut eine 
Tryptase mit irgend einer Methode nachweisen lieBe. Da, wie bereits 
erwahnt, friihere Versuche mit Fibrin ginzlich negativ verlaufen waren, 
war a priori anzunehmen, daB, wenn in der Haut sich doch eine Tryptase 
finden sollte, diese nur fiuBerst schwach wirksam sein kénnte und 
ihr Nachweis sich nur mit einer sehr empfindlichen Methode erbringen 
lassen wiirde. Wir waihlten deshalb zu unseren Versuchen die Fermische 
Gelatinemethode. 

Vorausgeschickt sei, daB als Material fiir unsere Versuche wiederum 
die Haut von Leichen diente, die wir vor dem Zerkleinern vollkommen 
vom WUnterhautfett- und Bindegewebe und etwaigen kleinen Blut- 
gefaBen sorgfiltig befreiten. Hiernach wurde das Material mit der 
Schere méglichst fein zerkleinert und in der Reibeschale unter Zuhilfe- 
nahme von Glassplittern mit physiologischer Kochsalzlésung im Ver- 
hiltnis von 1:2 so lange verrieben, bis ein méglichst homogener Brei 
entstanden war. Dieser blieb bis zum nichsten Tage im Eisschrank 
stehen, wurde dann scharf zentrifugiert und der iiberstehende, meist 
milchig getriibte Extrakt zu den einzelnen Versuchen verwandt. 

Unsere ersten Resultate mit der Fermischen Methode waren 
durchaus negative. Das hatte, wie uns bald klar wurde, seinen Grund 
in der stark sauren Reaktion der von uns nach der Vorschrift von 
Fermi hergestellten Chloroformgelatinelésung (pq = 5,3). Erst als wir 
durch Zusatz eines Phosphatgemisches fiir eine Reaktion sorgten, die 
ungefahr der des Hautextraktes entsprach (py = 7,3), bekamen wir 
in fast allen Fallen positive Resultate. 

Im einzelnen verfuhren wir so, daB wir uns von dem frisch gewonnenen 
Hautextrakt eine Reihe mit absteigenden Mengen, beginnend mit 2,0 cem, 


in einer Progression von 100 Proz. herstellten, zu jedem Glischen 0,5 ccm 
der Pufferlésung und 1,0cem 5proz. Chloroformgelatinelésung zufiigten 
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und die Reihe auf 24 Stunden in den Brutschrank stellten. Mit Ablauf der 
Frist wurde stark abgekiillt, die Reihe auf abermals 24 Stunden in den Eis- 
schrank gestellt und dann ermittelt, in welchem Glischen die Gelatine 
fliissig war, in welchem sie fest blieb. Aus der kleinsten Fermentmenge 
berechneten wir die verfliissigende Kraft in der iiblichen Weise fiir 1 g Haut. 
Wir untersuchten so verschiedene Hautpartien ein und derselben Leiche 
und verglichen die Haut von Oberschenkel, Brust, Riicken und Genital- 
gegend. Das Resultat ist aus der Tabelle I ersichtlich. 





Tabelle J. 

Fall Oberschenkel Genitale Brust Rucken 
2 8 16 — — 
3 4 _— — — 
4 l 4 - — 
5 2 4 ome = 
6 Spur 2 — — 
7 2 — 0 2 
8 2 — 0 2 
9 2 ~e 0 0 

10 0 Ss one aa 


Die mitgeteilten Zahlen bedeuten Kubikzentimeter Chloroform- 
gelatine, die von der 1g Haut entsprechenden Fermentmenge ver- 
fliissigt wurden. Aus ihnen geht hervor, daB die kraftigste Wirkung 
das Extrakt aus der Haut der Genitalgegend entfaltete. Fast ebenso 
stark war der Effekt mit der Oberschenkelhaut, waihrend die Extrakte 
aus der Brusthaut vollkommen wirkungslos waren. Auch mit den 
anderen Extrakten gelang es bisweilen nicht, einen Effekt zu erzielen. 
Ob in diesen Fallen das Ferment tatsichlich fehlte oder nur durch 
die Gegenwart irgendwelcher hemmenden Substanzen an der Ent- 
faltung seiner Wirkung gehemmt wurde, entzieht sich unserer Kenntnis. 
Nicht aufgenommen in die Tabelle sind ein paar Untersuchungen an 
Riickenhaut von einem Kinde, an Haut von Achselhéhle und FuSsohle 
eines Erwachsenen. In allen Fillen gelang der Nachweis einer allerdings 
nur schwachen Wirkung. 

Im Anschlu8 hieran untersuchten wir, ob sich in den Extrakten 
nicht auch ein Ferment nachweisen lieBe, das tiefer gespaltenes EiweiB 
abzubauen vermag, zumal Wohlgemuth und Yamasaki die Anwesenheit 
eines peptolytischen Ferments im Hautextrakt festgestellt hatten. 
Als Objekt diente uns teils Amphopepton, teils Seidenfibroinpepton. 
Letzteres schien uns wegen seines hohen Tyrosingehalts fiir unsere 
Zwecke ganz besonders geeignet, da jede noch so schwache Wirkung 
sich durch das Auftreten von typischen Tyrosinnadeln dokumentieren 
muBte. Aber mit beiden Produkten waren die Resultate negativ. 


Im Hinblick auf die in der Haut ganz besonders lebhafte Bildung 
und Zerstérung von Kernen interessierte uns mehr noch als die Tryptase 
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der Nachweis eines Ferments, das fiir den Umsatz von Kernsubstanzen 
spezifisch ist. Diese bestehen bekanntlich in der Hauptsache aus 
Nucleoproteiden, deren Zerlegung in die beiden Komponenten EiweiB 
und Nucleinsaéure aller Wahrscheinlichkeit nach durch ein tryptisches 
Ferment besorgt wird. Die weitere Spaltung der Nucleinsiure in freie 
Nucleotide geschieht nach der neueren Nomenklatur durch die Nuclein- 
acidasen (nach Levene durch die Nucleinasen); die Nucleotide werden 
durch die Nucleosidasen in Nucleoside zerlegt, und die Nucleotidasen 
spalten schlieBlich den noch restierenden Komplex in seine einzelnen 
Bausteine auf. Von diesen drei Fermenten bemiihten wir uns das- 
jenige nachzuweisen, das die Ablésbarkeit der Phosphorsiiure aus der 
Nucleinséiure bewerkstelligt, also der Nuecleotidase, indem wir unter- 
suchten, ob Hautextrakt imstande ist, Phosphorsiure aus der orga- 
nischen Bindung in Freiheit zu setzen. 


Dementsprechend wurde die Versuchsanordnung von uns so ge- 
wahit, daB wir frisch gewonnenen Extrakt auf nucleinsaures Natrium 
einwirken lieBen und ermittelten, ob in dem Reaktionsgemisch eine 
deutliche Zunahme von anorzanischem Phosphor nachzuweisen war. 


Wir gingen dabei so vor, daB wir in der Regel 2 cem des in der oben 
beschriebenen Weise gewonnenen Hautextraktes versetzten mit 2 cem einer 
lproz. Lésung von nucleinsaurem Natrium und 2 ccm Toluol und das Ge- 
misch auf 3 Tage in den Brutschrank stellten. Gleichzeitig wurden zur 
Kontrolle 2,0 cem Extrakt mic 2,0¢cm Wasser + Toluol angesetzt, da ja 
der Hautextrakt an sich schon geringe Mengen anorganischer Phosphor- 
siure enthalt. Nach Ablauf der Frist wurden beide Portionen auf ihren 
Gehalt an anorganischem Phosphor mit Hilfe des kolorimetrischen Ver- 
fahrens von Bell und Doisy untersucht, nachdem wir unmittelbar vorher 
zwecks Ausgleichs der Zusammensetzung zur Hautprobe 2,0 cem Wasser, 
zur Kontrolle 2,0cem einer Iproz. Lésung von nucleinsaurem Na.rium 
zugefiigt hatten. Zur EnteiweiBung benutzten wir 20proz. Trichloressig- 
siure und verwandten von dem klaren Filtrat 1 bzw. 2ccm zur kolori- 
metrischen Bestimmung. 


Zunichst priiften wir an Extrakten von Oberschenkelhaut, ob 
eine Abspaltung von Phosphorsiéure aus nucleinsaurem Natrium statt- 
findet, und verwandten zu diesen Vorversuchen das Produkt sowohl 
von Thymus wie von Hefe. Nachdem wir uns verschiedentlich davon 
iiberzeugt hatten, daB das pflanzliche Material in demselben Umfang 
von den Extrakten zerlegt wird wie tierisches, benutzten wir zu unseren 
weiteren Versuchen ausschlieBlich Hefenucleinsiure. Diese weiteren 
Versuche waren darauf gerichtet, festzustellen, ob sich irgendwelche 
quantitativen Unterschiede in den einzelnen Hautpartien erkennen 
lassen. Im ganzen wurden acht Versuche angestellt, ich gebe aber 
nur vier in Tabelle II wieder. Die hier mitgeteilten Zahlen bedeuten 
Milligramme anorganische Phosphorsiure pro 1 g Haut. 
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Tabelle 11. 





Oberschenkel Genitale FuBsohle 
Versuch 
Kontrolle Versuch Kontrolle Versuch Kontrolle Versuch 
5 49.5 141 200 555 133 2000 
6 32,25 50 8.5 227 —_ — 
7 36,6 185 — _ 25.6 143 
8 41.5 135 63,5 192 97 1215 


Aus der Tabelle geht hervor, daB alle von uns untersuchten Haut- 
partien die Fihigkeit besitzen, Nucleinsiure zu zerlegen, die Haut des 
Oberschenkels ungefahr in dem gleichen Umfang wie die Haut der 
Genitalgegend, am stirksten die FuBsohlenhaut. Hier kénnen die 
Werte zwischen den Versuchen und den Kontrollen um das 12-, ja 
sogar 15fache differieren, wihrend bei den anderen Hautpartien die 
Versuchswerte im giinstigsten Falle um das 5fache die Kontrollen 
iibertreffen. Dieser besonders reiche Gehalt der FuBsohlenhaut an 
Nucleotidase diirfte wohl seinen Grund haben in dem lebhaften Gene- 
rationswechsel der Zellen, speziell der Zellkerne dieser Hautpartie. 

Daneben haben wir auch die Haut von Sauglingen in den ersten 
j Lebensmonaten, und zwar die des Riickens nach der gleichen Richtung 
untersucht und feststellen kénnen, daB hier die Ausschlige noch viel 
gréBer sind. So fanden wir in einem Falle eine Steigerung um das 
50fache, in einem anderen um das 40fache gegeniiber der Eontrolle. 

L&Bi man Hautextrakt: ohne Zusatz von Nucleinsiure im Brut 
schbrank unter Toluol stehen, so beobachtet man auch hier schon eine 
deutliche Zunahme von anorganischem Phosphor, allerdings nur maBigen 
Grades, entsprechend der geringen Menge an eigener disponibler 
Nucleinsiure. So betrug in zwei Versuchen nach dreitigigem Auf- 
enthalt im Brutschrank die Zunahme an anorganischer Phosphorsiure 
gegeniiber dem Anfangswert 57,6 bzw. 88,3 Proz. 

Sodann wandten wir uns der Frage zu, ob sich auch fiir die Diastase 
wesentliche Unterschiede in einzelnen Hautpartien erkennen lassen. 
Wie bereits eingangs erwihnt, ist in der ersten Mitteilung gezeigt 
worden, daB die Haut in ihren tiefen wie oberflichlichen Schichten 
verhaltnismaBig groBe Mengen an Diastase enthalt. Wir stellten nun 
vergleichende Untersuchungen an mit der Haut von Oberschenkel, 
Brust, Riicken und Genitale und verwandten dazu Extrakte, die 
siimtlich in der gleichen Weise, wie oben beschrieben, hergestellt waren. 
Das Resultat ist aus Tabelle III ersichtlich. 

Wenn wir von Fall 3 und 4 absehen, wo sich in der Oberschenkelhaut 
ganz besonders groBe Mengen an Diastase tinden, lassen sich wesentliche 
Differenzen zwischen den einzelnen Hautpartien nicht erkennen. 
Auch die Haut von anderen Regionen (Achselhéhle, FuBsohle) lieferte 
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Tabelle III. 





Oberschenkel Genitale Brust Ricken 
- ash ah | @ 2h | @ 34h 
2 314 62.5 — —_ 
3 125 62.5 oo —_— 
4 250 31,4 — _- 
5 31,4 62,5 — — 
6 16,0 62.5 a -- 
7 16,0 — 16,0 16.0 
8 31,4 _- 314 31,4 
9 62,5 —- 31,4 314 


die niimlichen Werte, und dasselbe Resultat erhielten wir auch mit 
der Haut von Sauglingen. 

Zu einem anderen Ergebnis fiihrten dagegen die Untersuchungen 
iiber die Verteilung von Lipase und Phenolase in der Haut. 

Beziiglich der Lipase hatte Yamasaki mit Hilfe der Tributyrin- 
methode von Rona und Michaelis festgestellt, daB sie in der Haut 
in groBer Menge vorhanden ist, und daB sie im Gegensatz zur Serum- 
lipase gegeniiber Chinin und Atoxyl unempfindlich ist. Wir haben 
uns damit beschiftigt, nach der gleichen Methode den Lipasegehalt 
in verschiedenen Hautpartien zu messen und gleichzeitig Vergiftungs- 
versuche mit Chinin angestellt, um zu ermitteln, ob vielleicht der 
Charakter der Lipase in einzelnen Hautprovinzen ein verschiedener ist. 
Hierfir war erste Bedingung ein stets gleichmiBiges Verfahren der 
Extraktbereitung, um immer gleiche Konzentrationsverhaltnisse zu 
haben. Bei der Verarbeitung von Oberschenkel-, Brust- und Riicken- 
haut machte das keine Schwierigkeiten, da sie in ihrem Wassergehalt 
keine wesentlichen Differenzen aufzuweisen hatten. Wenn wir | Teil 
griindlichst zerkleinerte Haut mit 2 Teilen Wasser unter Benutzung 
von Glassplittern bis zu einem fast homogenen Brei verrieben und 
nach 24stiindigem Stehen den Brei scharf abzentrifugierten, so erhielten 
wir geradesoviel Extrakt in Kubikzentimetern, wie dem Gewicht der 
angewandten Hautmenge entsprach, also bei 20 g Haut 20 ccm Extrakt. 
Nur bei der Verarbeitung von Scrotalhaut, die mit Gewebsfliissigkeit 
immer stark durchtrinkt war, resultierte stets eine mindestens um 
ein Drittel gréBere Extraktmenge. Fiir die Messung der Lipase wurden 
in jedem Falle 3,0 cem Extrakt mit 1,0 cem Phosphatgemisch (py = 7,1) 
und 25ccem Tributyrinlésung gemischt und die Spaltung bei 38° beob- 
achtet. Daneben wurde immer ein Versuch mit 10mg Chinin aus- 
gefiihrt. In Tabelle IV teile ich nur drei Versuche mit. 

Die hier mitgeteilten Zahlen von nur drei Versuchen geben kein 
ganz klares Bild, wenn wir nicht auch die Werte in Rechnung setzen 
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aus den Versuchen, die wir aus Riicksicht auf den beschrinkten Raum 
nicht mit aufgefiihrt haben. Als Durchschnitt von 14 Bestimmungen 
ergibt sich fiir den Oberschenkel eine Tropfendifferenz von 26, bei 
Gegenwart von Chinin eine solche von 16. Mit diesen Zahlen stimmen 
gut iiberein die Werte fiir die Rickenhaut und auch fiir die Brust, 
wenn wir von Fall 7 absehen, der ganz aus dem Rahmen der iibrigen 
Werte herausfallt. 

In der Tabelle V sind die Werte fiir Genitalhaut wiedergegeben 
und zum Vergleich die Werte von Oberschenkelhaut mit aufgefiihrt. 

Als Durchschnittswert ergibt sich fiir die Genitalhaut eine Tropfen- 
differenz von 36 bzw. 31 Tropfen. Wenn wir nun noch beriicksichtigen, 
daB, wie wir oben ausgefiihrt haben, diese Extrakte gegeniiber den 
anderen wesentlich diinner waren, so unterliegt es keinem Zweifel, 
daB die Haut der Genitalgegend weit mehr Lipase enthilt als die der 
anderen Hautpartien. 

Es wurde ferner noch die Haut der Achselhéhle, der FuBsohle 
und schlieBlich auch die Haut von Sauglingen auf ihren Lipasegehalt 
untersucht und in allen Fillen eine auffallende Ubereinstimmung mit 
der Oberschenkelhaut konstatiert. 

Unsere Untersuchungen weichen insofern etwas von denen Yama- 
sakis ab, als er durchschnittlich eine etwas gréBere Tropfendifferenz 
bei der Oberschenkelhaut fand, und als bei seinen Versuchen eine 
‘Beeinflussung durch Chinin so gut wie ‘gar nicht in die Erscheinung 
trat. Vermutlich sind diese Unterschiede darauf zuriickzufiihren, daB, 
wie Willstdtter gezeigt hat, Wasser keineswegs ein gutes Lésungsmitte] 
ist, um Lipase aus Organen bzw. Geweben zu eluieren, und daB bei 
dem divergierenden Verhalten der einzelnen Lipasen gegeniiber dem 
Chinin die Begleitstoffe eine groBe Rolle spielen. 

Endlich haben wir noch untersucht, wie die einzelnen Hautpartien 
sich beziiglich ihres Phenolasegehaltes verhalten. Bei der Verschieden- 
heit der Pigmentierung der Haut war es nicht unwahrscheinlich, da8 
sich Differenzen wiirden erkennen lassen. Fiir die Ermittlung von 
graduellen Unterschieden war ein quantitatives Verfahren erforderlich. 
Ein solches stand uns in der Methode zur Verfiigung, die im hiesigen 
Laboratorium Hizume') fiir die Untersuchung des Serums vor kurzem 
ausgearbeitet hat unter Verwendung von Brenzcatechin als Substrat. 
Da auch von Hautextrakt, wie aus der ersten Mitteilung hervorgeht, 
Brenzcatechin leicht oxydiert wird, konnte diese Methode ohne Be- 
denken tibernommen werden. Sie besteht darin, daB man auf eine 
Reihe von Reagenzglisern absteigende Mengen Extrakt in einer Pro- 
gression von 100 Proz. verteilt, zu jedem Glaschen 1,0 cem frisch 


1) K. Hizume, diese Zeitschr. 147, 216, 1924. 
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hereitete Iproz. Brenzcatechinlésung zugibt und die Glaschen auf 
24 Stunden in den Brutschrank stellt. Nach Ablauf der Frist wird 
kontrolliert, in welchen Glaischen das Brenzcatechin oxydiert ist und 
mit der Kontrolle (1,0cem Wasser + 1,0cem Brenzcatechinlésung) 
verglichen. Die Phenolasemenge (Phen.) wird ausgedriickt durch die 
Anzahl Kubikzentimeter Brenzcatechinlésung, die 1g Haut zu oxydieren 
vermag. Das Resultat dieser Untersuchung ist in Tabelle VI zusammen- 
gestellt. 

Tabelle VI. 





Fall Oberschenkel Genitale Brust Ricken 
2 16 32 om = 
3 4 16 — — 

4 4 s — - 

§ 4 16 — — 
6 4 32 — 
7 4 —_— 4 s 
S 4 —_ 4 8 
9 4 -— 4 4 
10 4 64 — — 


Wir sehen, daB auch hier die Haut der Genitalgegend besonders 
fermentreich ist. Wenn wir von Fall 2 absehen, betrigt der Wert fiir 
Oberschenkelhaut nur 4 Phen., ebenso fiir Brusthaut ; etwas héher ist er 
fiir Riickenhaut, waihrenc die Haut der Genitalgegend durchschnittlich 
mehr als 16, in einem Falle sogar 64 betragt. Fiir menschliches Serum 
fand Hizume Werte zwischen 8 bis 32, im letzten Monat der Schwanger- 
schaft sogar 64. Demnach enthalt die Haut im Vergleich zum Serum 
geringere Mengen an Phenolase, nur die Genitalgegend, als die am 
stirksten pigmentierte, erreicht etwa die Héhe, wie sie im Blute anzu- 
treffen ist. Es wire natiirlich sehr interessant gewesen, auch die Haut 
von stark pigmentierten Rassen auf ihren Phenolasegehalt zu unter- 
suchen, doch bot sich bisher keine Gelegenheit dazu. 


Zusammenfassung. 

Neben Diastase, Lipase, Phenolase, Katalase, autolytischem und 
peptolytischem Ferment konnte auch Trypsin in geringer Menge und ein 
Nucleinsdure spaltendes Ferment in betrdchtlicher Menge in der Haut 
nachgewiesen werden. Letzteres wurde besonders stark angetroffen in der 
Haut der FuBsohle und in der Haut von Sduglingen. Beziiglich der Diastase 
zeigten sich keine wesentlichen Unterschiede in den einzelnen Haut partien. 
Dagegen waren Lipase und Phenolase am stéarksten vertreten in der Haut 
der Genitalgegend. wihrend die anderen Hautpartien geringere Ferment- 


mengen aufzuweisen hatten. 















Uber die Entwicklung weiGer Ratten bei Milchnahrung. 


Von 
Enrique Fynn’). 


(Aus dem Instituto Bacteriologico del D. N. de Higiene de Buenos-Aires.) 
(Eingegangen am 29. Okteher 1924.) 
Mit 8 Abbildungen im Text. 


Von der Milch als einziger Nahrung des Neugeborenen ist anzu- 

nehmen, daB sie alle Faktorer. enthalt, die die normale Entwicklung 
wihrend der Séugezeit gewahrleistet. Als man die ersten Entdeckungen 
iiber die Vitamine machte, zeigte Hopkins*®), daB kiinstlich zusammen- 
gesetzte Nahrung fiir die Wachstumsentfaltung der Ratten ungeniigend 
war, weil ihr die akzessorischen Niahrstoffe fehlten, daB aber das 
Wachstum sich wieder einstellte, sobald er sehr kleine Mengen roher 
Milch hinzufiigte. 
—" Bei Erérterung der Ursachen, die die Vitamine zerstéren, geben Del/ 
und Tozer*) an, daB eine lange Einwirkung maéBig hoher Temperatur 
schadlicher ist, als eine kurze Einwirkung héherer Grade, und Hess*) fand, 
daB 30 Minuten lange Pasteurisation der Milch bei 63°C eimen schnelleren 
Verfall der Vitamine als das schnelle Kochen verursacht. Daniels und 
Longhlin*) erhielten besseres Wachstum und sicherere Befruchtung bei 
Ratten, die mit gekochter Milch ernahrt werden, als bei denen, welche 
Milch erhielten, die 40 Minuten bei 65 bis 80° pasteurisiert war. Zur Er- 
klarung dieses Ergebnisses nehmen sie an, daB die Wachstumshemmung 
nicht durch die Zerstérung der Vitamine, sondern dadurch entstanden sei, 
daB infolge der Jangen, bei der Pasteurisation angewandten Erhitzung 
die Kalksalze ausgefaillt wurden und sich am GefaB festsetzten. Wenn 
Daniels und Longhlin die niedergeschlagenen Salze der Milch wieder zu- 
setzten, sollen die Ratten ebensogut gewachsen sein, wie die mit schnell 
gekochter Milch ernahrten. 


1) Eine vorlaufige Mitteilung dieser Arbeit wurde in der Sitzuag vom 
22. Mai in der Gesellschaft fiir Hygiene und Mikrobiologie zu Buenos- Aires 
gemacht. 

2) Hopkins, Journ. of Physiol. 1912. 

8) Delf y Tozer, Biochem. Journ. 1918. 

*) Hess, The Journal of the American Medical Association 1920 (spanische 
Ausgabe). 

5) Daniels and Longhlin, Journ. of biol. Chem. 1920. 
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In Versuchen, die ich zur Feststellung der Zeit anstellte, bis zu 
der bestimmte héhere Temperaturen einwirken muBten, um _ die 
Faktoren, deren die Ratte zum Wachstum bedarf, zu schidigen, und die 
ich kurzgefaBt an anderer Stelle mitgeteilt habe, konnte ich ebenfalls 











Abb. 1. Fiitterung mit gekochter Milch: Nr.1 und 2 wurden am 25. Juli 

1922, Nr. 5, 6, 7 am 16. November 1922 in Versuch genommen. Hier wie 

in den folgenden Tafeln wurden die Zeiten auf den Abszissen (je 10 kleine 

Abschnitte sind 40 Tage), die festgesteliten Gewichte auf den Ordinaten 

(je 4 kleine Abschnitte sind 20 g) abgetragen. Die starken Gewichts- 
abfille bei Nr. 6 sind durch Geburten bedingt gewesen. 
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Abb. 2. Fiitterung mit pasteurisierter Milch: A: 30 Min. 639, B: 15 Min. 63¢ 

Nr. 1A, 2A, 3A wurden am 25. Juli 1922, Nr. 1B, 2B, 3B und Nr. 4A, 

5A,6A, 7A am 16. November 1922 in Versuch genommen. Die unterste 

Abszissenlinie entspricht 35 g, die Abschnitte sind wie bei Abb. 1 gewahit 
nachweisen, daB die Ratten sich bei der Ernahrung mit bis zum schnellen 
Aufkochen gekochter Milch besser entwickeln als mit Milch, die bei 
63°C 30 Minuten lang pasteurisiert!) gewesen war (vgl. Abb. 1 und 2a). 
Wenn man nun die Pasteurisation ebensolange ausdehnt, wie 
die Milch benétigt, um von 63° den Kochpunkt zu erreichen und 


1) Die Pasteurisation wurde in einer Zinkblechflasche angestellt, die 
nach Ablauf der gewahliten Zeit sofort in kaltem Wasser gekiihlt wurde. 
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wieder auf 63° zu fallen (bei meinen Versuchen ungefaihr 17 Minuten), 
so daB man nicht die gréBere Dauer der Erhitzung und die dabei an- 
geblich auftretende Fiallung der Kalksalze verantwortlich machen 
kann, so entwickeln sich die Ratten darum nicht besser (Wachstums- 
kurve Abb. 2b), als die mit der lingere Zeit (30 Minuten) pasteurisierten 
Milch gefiitterten (Kurve Abb. 2a). Daraus ist zu schlieBen, daB die von 
Daniels und Longhlin angenommene, durch die lange Zeitdauer der 
Erhitzung bewirkte Ausscheidung der Kalksalze nicht der wahre 
Grund ist. 

Um tiefer in diese Verhaltnisse einzudringen, habe ich Ratten der 
Rohmilchnahrung unterworfen. Daniels, Stuessy und Francis!) haben 
beobachtet, daB die Entwicklung der Ratten bei Ernaihrung mit roher 
Milch langsamer vor sich geht als bei Fiitterung mit gekochter. Durch 
Zusatz kleinerer Mengen von Fleischextrakt zu der rohen Milch vermochten 
sie das Wachstum zu verbessern. Als Erklarung dieser Wirkung des Fleisch- 
extrakts nehmen sie an, daB dieser Zusatz giinstig auf die Verdauungs- 
driisen wirkt. 

Mattil und Conklin*) beobachteten bei Ernahrung mit roher Milch, 
daB das Wachstum anfangs normal! ist, aber zwischen dem 50. und 100. Tage 
(besonders bei den Weibchen) aufgehalten wird, und daB sich Geschlechts- 
trieb nicht einstellt. Sie nahmen an, daB die Konzentration der Nahrungs- 
bestandteile in der Milch fiir die Ernaihrung der Ratten nicht geniigt 
und daB irgend ein Milchanteil die Geschlechtsentwicklung aufhalt. Nach 
Zusatz von Milchpulver, Hefe und Starke zur rohen Milch stelite sich das 
Wacnstum und die Geschlechtstatigkeit wieder ein. Freise*) kommt zu 
ahnlichen Ergebnissen und gibt an, daB man, um mit roher Milch ein opti- 
males Wachstum zu erhalten, dieser eine gleiche Menge ihres trockenen 
Riickstandes in Form von Milehpulver zufiigen muB. 


Meine Beobachtungen iiber die Ernaihrung der weiBen Ratten mit 
roher Milch stimmen mit den Ergebnissen der erwahnten Forscher 
tiberein, nur war die Zeit bis zur Unterbrechung des Wachstums je 
nach der Jahreszeit, in der die betreffenden Tiere in den Versuch ge- 
nommen wurden, verschieden 4). 

So sieht man in den Wachstumskurven (Abb. 3), daB die Tiere 1, 2, 3, 
die am 20. September 1922 in Versuch genommen wurden, nach 
wenigen Tagen die Entwicklung unterbrachen, wihrend Nr. 4, 5 und 6, 
die am 3. Dezember in den Versuch genommen wurden, anfangs stark 


1) Daniels, Stuessy and Francis, American Journ. of Diseases of 
Children 1916. 

2) Mattil and Conklin, Journ. of biol. Chem. 1920. 

8) Freise, Jahrb. der Kinderheilk. 1920. 

*) Diese Versuche wurden mit gemischter Milch aus einem Milchgut 
von 100 Kiihen durchgefiihrt, die fast das ganze Jahr hindurch von der 
Weide lebten. Augenblicklich werden weitere Versuche angestellt, um das 
Wachstum der Ratten bei verschiedenen Lactationszeiten einzelner Kiihe 
festzustellen. 
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wuchsen, spiter aber unerwartet an Gewicht einbiiBten. Im Gegensatz 

zu diesen beiden Versuchsrethen ist bei der letzten (begonnen am 

22. Januar mit Nr. 7, 8, 9, 10, 11, 12 und 13) mit Ausnahme des ersten 

Tieres (ein Weibchen), das nach kurzer Zeit in der Entwicklung still- 

steht, bei allen Tieren das Wachstum anfangs sehr ausgesprochen, 
um jedoch plétzlich niederzugehen. 

















Abb. 3. Fiitterung mit roher Milch: Nr. 1, 2, 3 wurden am 20. September 1922, Nr. 4, 5, 6 am 
3. Dezember 1922, Nr. 7, 8, 9 10, 11, 12, 13 am 22. Januar 1923 in Versuch genommen. Die 
unterste Abszisse entspricht 40 g, Koordinatensystem wie bei Abb. }. 


SP OED ce cate tee 


; Was das Benehmen der Ratten, die mit roher Milch genihrt werden, 
anbetrifft, so zeigen sie sich wihrend des Wachstums lebhaft und 
gierig, werden aber bei Stillstand des Wachstums untiatig und teil- 
nahmslos, verlieren den Appetit und den Haarglanz. In dieser Zeit 
sind sie auch sehr empfindlich gegen ansteckende Krankheiten, be- 
sonders der Lungen. Wie bei Ernihrung mit pasteurisierter Milch, 











Abb. 4. Futterung mit sterilisierter Milch: Nr. 1, 2, 3 wurden am 20. Sep- 
tember 1922, Nr. 4, 5, 6 am 3. Dezember 1922 in Versuch genommen. Die 
starken Gewichtsabfalle bei Nr. 1 sind durch Geburten bedingt. Die 
Grundlinie entspricht 30 g, Koordinatensystem wie bei Abb. 1 

tritt auch bei Rohmilchnahrung der Geschlechtstrieb vollkommen 
zurtick. Dagegen zeigten die Kontrolltiere, die gleichzeitig mit sterili- 
sierter Milch (25 Minuten auf 120° in Flaschen von 250g) ernihrt 
wurden (Abb. 4), weder Stillstand der Entwicklung noch Beein- 

trachtigung des Geschlechtslebens. Sie gediehen ausgezeichnet. 
Das Gebiiren und Siugen sowie die Entwicklung der Jungen bis 
zur Entwoéhnung war bei einem der zwei Weibchen (Nr. 1) normal. 
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Als der Wurf nach dem Absetzen von der Mutter mit sterilisierter 


Milch ernaihrt wurde, gingen alle Tiere, die anfangs gut gediehen, 
zwischen 30 und 70 Tagen unter starkem Gewichtsverlust ein. 

Aus diesen Ergebnissen ist zu schlieBen, 

1. daB Ratten bei Ernihrung mit ldngere Zeit (30 Minuten) pasteu- 
risierter Milch sich langsamer entwickelten als bei gekochter oder 
sterilisierter, 

2. daB Ratten bei Ernihrung mit kiirzere Zeit (15 Minuten, gleich 
der Zeit, die die Milch zum Kochen und Wiederabkiihlen auf 63° braucht) 
pasteurisierter Milch sich nicht besser entwickeln als bei Ernihrung 
mit gekochter Milch, 
wohl aber besser als bei 
roher Milchnahrung. 

Die Einwirkung 
stufenweise zunehmen- 
der Temperatur  ver- 
ringert also in steigen- 
dem MaBe die Faktoren, 
die in der rohen Milch 
das Wachstum = der 
Ratten beschrinken. 

Die Gegenwart von 
diesen der Entwicklung 
Abb. 5. entgegenwirkenden Fak- 
toren laBt sich noch auf 
andere Weise zeigen. 
Werden die Ratten mit 
roher abgerahmter Milch 
ernahrt, der man so viel 
abgekochten Rahm zu- 
Abb. 6. _ daB die Mischung 


Abb. 5 und 6. Fiitterung mit abgerahmter roher Milch + steri- 3,5 Proz. Fett enthalt, 
lisiertem Rahm (5) oder mit abgerahmter sterilisierter Milch P 1s 

+ rohem Rahm (6). Alle Tiere wurden am 21. Februer 1923 so sieht man, daB die 
in Versuch genommen. Die Grundlinie entspricht 25g, Koore Tiere etwa wahrend der 


dinatensystem wie bei Abb. 1. ota Tage aie 
intensiv wachsen (Abb. 5). Dagegen entwickelten andere Ratten, 
die mit ahnlich aus rohem Rahm und sterilisierter abgekochter Milch 
zusammengesetzter Mischung ernihrt wurden, sich sehr kiimmerlich 
(Abb. 6). 

Weiterhin l4Bt sich die Gegenwart solcher Faktoren auch ohne 
die Einwirkung héherer Temperaturen, wodurch die Milch verindert 
wird, feststellen, so da8 dann mit Sicherheit die durch hohe Tempe- 
raturen bedingten Milchveriinderungen als Ursache der besseren Be- 
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kémmlichkeit nicht in Frage kommen. Oben habe ich den Versuch 
von Hopkins erwihnt, wonach kleine Mengen roher Milch vitaminfreie 
Nahrung fiir die Entwicklung der Ratten tauglich macht, wihrend 
entsprechende Zusditze von gekochter oder sterilisierter Milch cies 
nicht bewirken. Aus meinen Versuchen geht hervor, daB, wenn die 
Nahrung einzig und allein aus gekochter oder sterilisierter Milch besteht, 
die Ratten sich leidlich entwickeln. Das Vitamin der Milch wird nach 
Hess und Ungern') auBer durch Erhitzen auch durch Oxydation mittels 
Wasserstoffsuperoxyds zerstért, wenn die Milch mit diesem Zusatz 
iiber Nacht bei Bruttemperatur gelassen wird. Ich habe untersucht, 
ob so behandelte Milch als alleinige Nahrung fiir die Ernihrung und 
Entwicklung der Ratte tauglich war. Hierzu habe ich zu | Liter Milch 














Abb. 7. Fiitterung mit roher Milch, die mit Hy 0» behandelt war: Nr. 1 bis 6 sind 

am 2. Januar 1923, Nr. 7 bis 10 am 9. Februar 1923 in Versuch genommen. Die 

Grundlinie entspricht fir die Tiere 1 bis 6 60 y, fiir 7 bis 10 30 g, Koordinaten- 
system wie bei Abb. 1. 


~ 


10cem 6,5proz. Wasserstoffsuperoxyd zugesetzt und 5 Stunden bei 
Bruttemperatur stehengelassen. Ich habe gréBere Mengen Wasserstoff- 
superoxyd als Hess und Ungern zugefiigt, weil kleinere die Gerinnung 
der Milch nicht aufhielten. 

Das durch die so behandelte Milch erzielte Wachstum ist in Abb. 7 
dargestellt. Wie man daraus sieht, ist die Gewichtszunahme der 
Miannchen (Nr. 1 bis 6) besser als die der iibrigen, die ich mit roher 
und mit bei verschiedenen Temperaturen behandelter Milch erhalten 
habe. Wiahrend die letztgenannten Tiere nur selten das Gewicht von 
200 g erreichten, war dies bei den sechs miinnlichen Ratten, die mit 
der durch Wasserstoffsuperoxyd behandelten Milch gefiittert wurden, 
fast stets der Fall (iiber 200g oder sehr nahe diesem Gewicht). 

Auf Grund meiner Versuchsergebnisse glaube ich es als wahr- 
scheinlich annehmen zu kénnen, daB die Besserung, die Daniels, Stuessy 


1) Hess and Ungern, Procedings of the society for experimental Biology 
and Medicine, 1921. 
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und Francis!) durch Zusatz von Fleischextrakt, Freise?) durch Zusatz 
von Milchpulver und Maétil und Conklin*) durch Beigabe von Milch- 
pulver, Starke und Hefe zur rohen Milch hinsichtlich deren Bekémmlich- 
keit fir Ratten erhielten, in Zusammenhang steht mit der Verdiinnung 
des Faktors in der Milch, der die Entwicklung der Ratten unterdriickt. 

Die soeben angefiihrten Ergebnisse des Versuchs mit roher Milch, 
die mit H,O, behandelt worden ist, beziehen sich nur auf die Mannchen. 
Die Entwicklung der Weibchen ist kiimmerlich, wie man aus Abb. 7 
(Nr. 7, 8, 9 und 10) ersehen kann. 

Wird die sterilisierte Milch, die, wie ich schon erwahnt habe, den 
Ratten eine bessere Entwicklung als die rohe erméglicht und auch die 








Abb. 8. Futverung mjt sterilisierter Milch, die mit Hy 0. behandelt war: Nr. 1 bis 6 
+ sind am 2. Januar 1923, Nu 7 bis 12 am 10, Februar 1923 in Versuch genommen. 


Die Grundlinie entspricht 30 g, Koordinatensystem wie bei Abb. 1. Die plétzlichen 
Gewichtsabfalle bei Nr. 1 und 5 sind durch Geburten bedingt. 











Zeugung und das Stillen bei den Tieren méglich macht, der Oxydation 
(4cem H,O, pro Liter) unterworfen, so ist die Gewichtszunahme nur 
sehr gering (Abb. 8), besonders klein bei den Weibchen, so daB in der 
so behandelten Milch die fiir das Wachstum dieses Geschlechts not- 
wendigen Bedingungen nur maBig zu bestehen scheinen. Die Ge- 
schlechtstiitigkeit hingegen ist nicht gehemmt, wie es die Weibchen 
Nr. 1 und 5 zeigen, von denen das erste sieben Junge und das zweite 
acht warf, die aber nicht von den Miittern gestillt wurden. 

Diese Tatsache, d. h. die Zeugung trotz der besonders kiimmerlichen 
Entwicklung der Weibchen, scheint bis zu einem gewissen Grade auf 
eine Unabhingigkeit des Faktors, der das Wachstum férdert, von 
demjenigen der Geschlechtstatigkeit hinzuweisen. 

Versuche, die ich mit Meerschweinchen und Katzen in ahnlicher 
Weise wie mit den Ratten angestellt habe, schlugen fehl. Die Meer- 
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schweinchen vertragen nicht die ausschlieBliche Milchkost; sie gehen 
schon zwischen dem 15. und 30. Tage ein. 

Hingegen fehlt es nicht an Angaben, die zeigen, daB der Mensch 
sich gegeniiber roher Milch ahnlich verhalt wie die weiBen Ratten. 

Unter den Begriindungen, die Klotz) fiir seine Zweifel anfihrt, 
daB die Rachitis durch das Fehlen von Vitaminen in der Nahrung 
verursacht werde, gibt er an, daB ein Kind, dem man von Anfang 
des Stillens an rohe Milch gibt, héchstwahrscheinlich an Rachitis 
erkrankt. Rietschel*) meint, daB, ohne die Ursachen dafiir bis jetzt 
zu kennen, die Erfahrung der Kinderklinik gegen die Anwendung der 
rohen Milch spricht. Weiterhin teilt Hess*) seine Beobachtungen tiber 
Rachitisfaille bei Kindern mit, die mit roher und pasteurisierter Milch 
ernihrt wurden. Wahrscheinlich liegt die Ursache der besseren Er- 
gebnisse, die Couttl*) bei Ernihrung von Kindern mit getrockneter 
Milch gegeniiber einer solchen mit roher Milch erzielte, darin, daB die 
hohe Temperatur, die fir das Trocknen nétig ist, die Vernichtung 
des dem Wachstum entgegenwirkenden Faktors in der Rohmilch zur 
Folge gehabt hat. 


') Klotz. Klin. Wochenschr. 1922. 

2) Rietschel, ebendaselbst 1922. 

3) Hess, The Journal of the American Medical Association, 1920, 
‘spanische Ausgabe) 

*) Coutts, referiert bei Casimir Funck, Die Vitamine. 
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Uber Elektrodialyse. 


Bemerkungen zu der Abhandlung von H. Freundlich und L. Farmer Loeb. 


Von 


Ch. Dhéré. 
(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Freiburg i. d. Schweiz.) 


(Eingegangen am 30. Oktober 1924.) 


In einer vor kurzem erschienenen Abhandlung sagen H. Freundlich und 
L. Farmer Loeb*): ,,Die von W. Pauli eingefiihrte Unterstiitzung der ge- 
wohnlichen Dialyse durch den elektrischen Strom bedeutet einen wesentlichen 
Fortschritt. Die Bezeichnung Elektrodialyse (Pauli) ist der von Ruppel 
vorgeschlagenen Bezeichnung Elektroosmose vorzuziehen". 

Hierzu erlaube ich mir folgendes zu bemerken: Wahrend die erwihnte 
Arbeit von Pauli im Jahre 1922 erschienen ist, habe ich schon im April 1910 
Resultate mitgetei!t*), die ich erhalten hatte durch ,,élimination des électro- 
lytes liés aux colloides sous laction de la force de diffusion combinée a 
celle dun champ électrique, procédé que lon peut nommer dialyse 
électrique’. Meine Untersuchungen erstreckten sich auf Pferdeserum, 
nachdem ich kurz vorher mit Gelatine gearbeitet hatte. Es waren diese 
Untersuchungen meines Wissens die ersten Fille, in welchen die Elektro- 
dialyse auf physiologische Kolloide angewandt wurde zum Zwecke, diese 
mdglichst frei von Elektrolyten zu erhalten. Auch glaube ich zur Geniige 
dargetan zu haben, wie sehr im vorliegenden Falle dieses Verfahren der 
gewohnlichen Dialyse iiberlegen ist, um die letzten Spuren von Elektrolyten 
zu entfernen*®). Es sei noch erwahnt, daB schon 1905 Tribot und Chrétien *) 
zur Reinigung von kolloidalem Eisenoxydhydrat ein Verfahren angewandt 
hatten, das sie ,,électrodialyse*‘ benannten. 

»,Dialyse électrique“ und ,,électrodialyse** kénnen als synonym gelten. 
Wenn ich den Ausdruck ,,dialyse électrique gewahlt habe, so geschah es 
deshalb, weil unsere Versuchsanordnungen sich ein wenig voneinander 
unterschieden. Tribot und Chrétien dialysierten nimlich die Kolloidlésung 
in einem einseitig mit einer Membran verschlossenen GefiBe, wobei eine 
der Elektroden direkt in die zu dialysierende Kolloidlésung eintauchte, 
wihrend ich einen beiderseitig durch Membranen verschlossenen Behilter 


') Diese Zeitschr. 150, 522, 1924 (Zusammenfassung, 1). 

2) Dhéré (in Gemeinschaft mit Gorgolewski), C. r. 150, 993, 1910. 

3) Vgl. Derselbe, Recherches sur les propriétés physico-chimiques de 
la gélatine déminéralisée; Journ. de Physiol. et Pathol. gén. 18, 157, 1911. 

*) C.r. 140, 144, 1905. 
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(aus Jenaer Gerdteglas) anwandte und die Elektroden ganz in der Nahe der 
Membranen anbrachte. 

Es ist im Grunde meine Versuchsanordnung [drei Zellen')], die von 
Pauli und seither von vielen anderen Autoren angenommen worden ist, 
auch von Herrn Freundlich. Ferner adoptierten sie auch Lisbonne und 
Vulquin schon 1912 behufs Reinigung von Enzymen. 

Ich glaube diese Bemerkungen machen zu sollen, weil, soviel ich weiB, 
meine Untersuchungen in diesem Gebiete in deutschen Fachschriften bis 
jetzt nicht zutreffend referiert worden sind. Das diirfte die Ursache davon 
sein, daB selbst einem so erfahrenen und belesenen Kolloidforscher wie 
Herrn Freundlich meine Arbeiten nicht hinreichend bekannt geworden sind. 


1) Mein Verfahren ist iibrigens dem analog, das Whitney und Blake 
bei ihren Untersuchungen iiber die Wanderung des Goldhydrosols anwandten. 
Journ. americ. chem. Soc. 26, 1339, 1904. Beim Gebrauch des ,,Glocken- 
iiberfiihrungsapparats** von Bechhold findet zwar auch eine Elektrodialyse 
statt; dieser Autor macht aber keine Angaben iiber die Verwendbarkeit 
seines Apparats fiir den speziellen Zweck der Kolloidreinigung. 





Zur Frage nach den Fermenten yon Utricularia vulgaris. 


II. Mitteilung’): 


Der relative Gehalt der Blaischen und Zweige von Utricularia vulgaris an 
proteoklastischen Fermenten. 


Von 


A. N. Adowa. 
(Aus der chemotherapeutischen Abteilung des Tropeninstituts in Moskau.) 


(Eingegangen am 15. Juli 1924.) 


Versuche*) mit einem aus der ganzen Pflanze Utricularia vulgaris 
bereiteten Extrakt zeigten, daB die Gewebe dieser Pflanze zwei proteo- 
klastische Fermente — «- und £-Protease — enthalten. Weitere Ver- 
suche sollten den relativen Gehalt der Blaschen und Zweige der Pflanze 
an diesen Fermenten feststellen. . 

Zur Untersuchung nahmen wir vollkommen entwickelte Exemplare 
von Utricularia vulgaris, die mit Wasser sorgfaltig vom Schleim ge- 
reinigt worden waren. Die Blaschen wurden von den Zweigen abgetrennt 
und Salzextrakte bereitet: 1. aus den griinen, 2. aus den roten und 
blauen Blischen, wobei die roten vorherrschten, und 3. aus den Zweigen. 

Die proteoklastische Kraft der Extrakte wurde nach Fermis®) 
Methode mittels fester Gelatineréhrchen bei alkalischer (3 proz. NaHCO, 
im Medium), saurer (0,2proz. Salzsiure) und neutraler Reaktion auf 
Lackmus untersucht. Soda und Salzsiure wurden der Gelatine zu- 
gesetzt. 

Die Beobachtungen dauerten 24 Tage. Jeder Versuch wurde 
dreimal wiederholt; in den Tabellen sind die Durchschnittswerte an- 
gefiihrt. Die Beobachtungen wurden von entsprechenden Kontroll- 
versuchen begleitet und antiseptisch (Toluol, Thymol) ausgefihrt. 

Die Gelatineverdauung zeigte dasselbe Bild wie in den Versuchen 
mit dem Extrakt aus der ganzen Pflanze: d. h. die Verfliissigung verlief 


1) Mitgeteilt in einer Sitzung der Mosk. Botan. Ges. am 24, Dezember 
1923. 

2) A. N. Adowa, diese Zeitschr. 150, 101, 1924. 

8) Ol. Fermi, Arch. f. Hyg. 55, 197, 1906 
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kegelférmig und auBerst langsam; Diffusion des Extraktes in die er- 
starrte Gelatine wurde ebenfalls beobachtet. 

Die Ergebnisse sind in den Tabellen I bis III verzeichnet. 

Ein Vergleich der Versuchsergebnisse zeigt, daB die proteoklastische 
Kraft des Extraktes aus den Zweigen weit schwacher ist als diejenige 
des Extraktes aus den Blischen. Konzentrationen von 50°, des Ex- 
traktes aus den Zweigen und schwiichere verfliissigen alkalische Gelatine 
nicht und iiben eine sehr schwache Wirkung auf neutrale aus. 100proz. 
Extrakt aus den Zweigen hatte wahrend der 24tagigen Beobachtungs- 
zeit vier- bis sechsmal weniger Gelatine verdaut als der Extrakt aus 
den Blaschen in derselben Zeitperiode. Es kann auf eine etwas erhéhte 
Aktivitat des Extraktes aus den Zweigen in bezug auf alkalische Gelatine 
in den ersten 7 Tagen im Vergleich zum Extrakt aus den Blaschen 
hingewiesen werden, doch ist der Unterschied ganz unbedeutend. 

Die Verfliissigung der Gelatine unter dem EinfluB des Extraktes 
aus den griinen Blischen und desjenigen aus den roten und blauen 
Blaschen (mit dem Uberwiegen der roten) verlief in allen Versuchen 
fast in derselben Weise. 

Die Daten unserer Untersuchung stimmen mit denjenigen von 
Fermis und Buscaglionis'!) Versuchen vollkommen iiberein: diese 
Forscher beobachteten Verfliissigung von Gelatineplittchen unter 
der Einwirkung darauf gelegter Blischen und fehlende Verdauung 
durch andere Teile der Pflanze. 

Was nun die Frage anbetrifft, was fiir Gelatine am besten ver- 
daut wird, neutrale, saure oder alkalische, so wurde folgendes fest- 
gestellt : 

Saure Gelatine verfliissigte sich, wie auch in den Versuchen mit 
dem Extrakt aus der ganzen Pflanze?), unter dem EinfluB der Extrakte 
aus den verschiedenen Teilen derselben anfinglich viel energischer 
und bei schwicheren Konzentrationen als neutrale und alkalische 
Gelatine. Der energisch begonnene Verdauungsproze8 wurde jedoch 
bald schwiicher, und das Bild der Verfliissigung der sauren Gelatine 
unterschied sich am 24. Tage wenig von dem am dritten Tage beob- 
achteten, wie aus Tabelle IIT ersichtlich ist. Etwas ganz anderes 
zeigten die Versuche mit der alkalischen und neutralen Gelatine: ob- 
gleich langsam, vollzog sich die Verfliissigung ununterbrochen im 
Laufe simtlicher 24 Beobachtungstage. In den meisten Versuchen 
verfliissigte sich die alkalische Gelatine energischer als die neutrale. 


1) Cl. Fermi und Buscaglioni, Centralbl. f. Bakt. u. Thevap., 2. Abt., 
5. H. 1, S. 26, 1899; 5, H. 4, S. 131. 
2) A. N. Adowa, diese Zeitschr. 150. 101, 1924. 
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Tabelle III. 
Vergleichender Einflu8B des Extraktes aus den verschiedenen Teilen der 
Utricularia vulgaris auf saure Gelatine. 





Verflussigung des vollen Gelatinezylinders in mm nach Tagen 
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Unsere Untersuchungen erlauben uns, folgende Schliisse zu ziehen: 

1. Der Salzextrakt aus den Blaischen enthalt mehr a-Protease als 
derjenige aus den Zweigen. 

2. Der Extrakt aus den griinen Blaschen verfliissigt in 24 Tagen 
eine gleiche Menge alkalischer Gelatine wie der Extrakt aus cinem 
Gemisch von roten und blauen Blischen. 

3. Der Extrakt aus den griinen Blaschen verdaut eine gréBere 
Quantitiét neutraler Gelatine als der Extrakt aus den roten. 

4. Der Proteasegehalt des, Extraktes aus den Zweigen ist sehr 
unbedeutend, so daB ein 50proz. Extrakt schon nicht mehr imstande 
ist, alkalische Gelatine zu verfliissigen: auf neutrale tibt er eine sehr 
schwache Wirkung aus. 

5. Alkalische Gelatine erweist sich fiir die Gelatineverdauung mit 
100proz. Extrakt aus verschiedenen Teilen der Utricularia vulgaris 
als das giinstigste Medium. Der 50-, 25- und 6proz. Extrakt aus den 
Blischen verdaut neutrale Gelatine energischer als alkalische. 

6. Unter obigen Versuchsbedingungen legt die B-Protease sowohl 
in den Zweigen als in den Bliaschen cine noch schwichere Aktivitat 
als die a-Protease an den Tag. 

7. 12- bis 6proz. Extrakte verfliissigen neutrale Gelatine, lassen 


jedoch alkalische unverandert. 








Der Pigmentumsatz im lebenden Organismus. 


I. Mitteilung: 
Die Veriinderung des Chlorophylls unter der Einwirkung des Magensaites. 
Von 


M. WI. Kortschagin. 
{Aus dem biochemischen Laboratorium des Moskauer Veterinarinstituts. 


(Eingegangen am 14. Oktober 1924.) 


Die durch die Arbeiten von Schunk, Marchlewski, Willstdtter und 
Kiister festgestellte Tatsache einer engen chemischen Verwandtschaft 
zwischen dem wichtigsten Pigment der Pflanzen — dem Chlorophyll — 
und demjenigen der Tiere — dem Himoglobin — hat seinerzeit als 
Basis zu der Voraussetzung gedient, daB zwischen ihnen nicht bloB 
eine genealogische [Nencki')], sondern auch eine genetische Abhangig- 
keit méglich ist, im Sinne der Utilisation seitens der Tiere der von 
ihnen mit der Nahrung aufgenommenen Pflanzenpigmente zum Aufbau 
eigener Pigmente, wodurch die Frage nach dem Schicksal des vom 
lebenden Organismus mit der Nahrung aufgenommenen Chlorophylls 
hervorgeriickt wurde. Doch sind die Daten, die auf experimentellem 
Wege zu erhalten gelungen ist, bislang héchst liickenhaft und karg. 
teils infolge der Unzulanglichkeit unserer Kenntnisse tiber die chemische 
Natur der Pigmente im allgemeinen, teils auch, weil es uns an passenden 
Methoden fehlt und dies die experimentelle Arbeit auf diesem Gebiet 
sehr erschwert. 

DaB das von der lebenden Zelle absorbierte Chlorophyll von derselben 
verdaut wird, zeigen Zopfs*) Beobachtungen. Er beschrieb die Bildung von 


roten und braunroten Pigmenten im Kérper von Amében bei der Verdauung 
chlorophyllhaltiger Substanzen. Einige Tatsachen gibt es auch in bezug 


1) M. Nencki, Ber. d. deutsch. chem. Ges. 29, 2877. 
2) W. Zopf, Beitr. z. Physiol. u. Morphol. niederer Organismen 4, 1894, 























M. WI. Kortschagin: Pigmentumsatz im lebenden Organismus. I. S11 


auf Insekten. So zeigte Pulton') mittels des Spektroskops, daB bei den 
Lepidopteren das Blut der Raupen Chlorophyll in mehr oder minder ver- 
anderter Form enthalt, und da8 griine und braune Pigmente sich in ihnen 
hilden kénnen, wenn die Raupen chlorophyll- oder etiolinhaltige Nahrung 
erhalten. Pulton halt dies auch in bezug auf die Schmetterlinge fiir richtig, 
bei denen er mittels des Spektroskops Zerfallsprodukte des Chlorophylls 
fand. v.Linden®) beobachtete etwas Ahnliches bei Vanessae io und utricae. 
Seinen Beobachtungen nach bilde sich das in den Geweben der Larven und 
Raupen befindliche rote Pigment im Epithel des Darmes aus Chlorophyll, 
wihrend der Verdauung enthilt der Darm der Raupen einen griinen Brei, 
der das Spektrum des Chlorophylis gebe, wahrend das Darmepithel sich 
unter dem Mikroskop voll von Trépfchen griinen oder griinlich gelben 
Pigments erweist, die das Spektrum des Pheophytins gewahren lassen. 
Im weiteren gelang es ihm, zu beobachten, daB dieses Pigment im Darm- 
epithel in ein rotes tibergeht. Nicht viel griindlicher sind unsere Kenntnisse 
in bezug auf das Schicksal des Chlorophylls im Organismus der héheren 
Tiere. Im Jahre 1904 gelang es Marchlewski*), aus Schafexkrementen ein 
seinen chemischen Eigenschaften nach dem Phylloporphyrin sehr aéhnliches 
Pigment, das Phylloerythrin, zu isolieren, welches ein Umwandlungsprodukt 
des Chlorophyils zu sein scheint, da das Phylloerythrin aus den Exkrementen 
verschwand, wenn die Tiere chlorophyllfreie Nahrung erhielten. Spiater 
bewies Marchlewski*), nachdem er das erwaihnte Pigment mit dem von 
Mac Munn®*) und Gangee*) in der Galle entdeckten Cholohimatin [Loebischs 
und Fischlers’) Bilipurpurin] verglichen hatte, deren Identitat. An einem 
Schaf mit angelegter Gallenfistel wurde von Marchlewski*) dargetan, daB 
die Absonderung von Cholohimatin mit der Galle nur dann stattfindet, 
wenn das Tier mit chlorophyllhaltiger Nahrung gefiittert wird. 


Auf Grund dieses Materials kénnen wir nur den SchluB ziehen, 
daB das mit der Nahrung aufgenommene Chlorophyll in der Tat im 
Magen-Darmtraktus zuerst gewisse Umwandlungen erfahrt, dann 
resorbiert wird; was fiir Produkte aber als Resultat seiner Verdauung 
erhalten werden und in welcher Gestalt es resorbiert wird, bleibt bis 
jetzt ein Ratsel. 

Die Aufgabe der vorliegenden Arbeit, die ich auf den Vorschlag 
und unter der unmittelbaren Leitung des Direktors des Laboratoriums, 
Prof. Dr. 8S. J. Demianowski, dem ich hier meinen lebhaftesten Dank 
ausspreche, ausgefiihrt habe, war, eine der Umwandlungsphasen des 
mit der Nahrung aufgenommenen Chlorophyils im Magen-Darmkanal 
der héheren Tiere aufzuhellen. 


1) Pulton, Proc. Roy. Soc. 54, 1893. 

2) M. von Linden, Morphologische und physiologische Untersuchungen 
iiber die Pigmente der Lepidopteren, Pfliigers Arch. 4, 1, 1903. 

8) L. Marchlewski, Zeitschr. f. phys. Chem. 41, 33, 1904. 

4) Derselbe, ebendaselbst 48, 464, 1904. 

5) Mac Munn, The Spectroscope in Medicine. London 1880. 

*) Gangee, Die physiologische Chemie der Verdauung usw. Leipzig 1897. 

7) Loebisch und Fischler, Sitzungsber. d. Kais. Akademie der Wissen- 
schaften in Wien 112, 159, 1903. 

8) L. Marchlewski, Zeitschr. f. phys. Chem. 45, 40, 1906, 
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Unter dem Namen Chlorophyll versteht man heutzutage ein 
Gemisch von zwei griinen Pigmenten des Farbstoffs der Blatter, der 
Chlorophylikomponente a und der Chlorophylikomponente 6.  Beide 
Komponenten stehen einander chemisch sehr nahe urd stellen organische 
Carboxyle enthaltende Magnesiumverbindungen vor, von denen das eine 
nach dem Athertypus mit dem Alkohol Phytol!) verbunden ist. Das 
nihere Studium der Umwandlungsprodukte des Chlorophylls unter der 
Einwirkung auBerer Agenzien leitet zu der Voraussetzung, daB das Chloro- 
rhyll sich in zwei Richtungen auch unter der Einwirkung von Magensaft 
veriindern kann. Vor allem diirfte man die Abspaltung des Magnesiums 
unter Bildung von Phiophytin erwarten, worauf man auch die Bildung 
des folgenden Produktes nach dem Schema der Chlorophyllspaltung, 
des Phiophorbids, durch Abspaltung des Phytols annehmen darf; 
dies erscheint besonders wahrscheinlich im Zusammenhang mit der 
Bildung von Phiophorbid auf fermentativem Wege, unter gewissen 
Umstiinden in den Blattern selbst (Chlorophyllase, Willstdtter). Auf 
die Auffindung dieser zwei Verbindungen — des Phiophytins und des 
Phiophorbids — in den Reaktionsprodukten war unsere ganze Auf- 
merksamkeit gerichtet. 


Die Spaltung des metallorganischen Komplexes im Chlorophyll 
unter Abspaltung des Magnesiums zu entdecken, gelingt auf spektro- 
skopischem Wege leicht, da im Spektrum ein scharfer Absorptionsstreifen 
neben der Linie # erscheint, welcher fiir alle magnesiumfreien Derivate 
des Chlordéphylls charakteristisch ist. Zur Auffindung der Phiophorbide 
gibt es, wie bekannt, zwei Verfahrungsweisen: die Basizitiitsprobe*) 
und das Extrahieren mit n/100 KOH®*). AuBer diesen zwei Methoden 
arbeiteten wir noch eine dritte, der von Willstdtter zur Aufdeckung 
der Chlorophyllide vorgeschlagenen analoge, aus. Dieselbe beruht auf 
der Unléslichkeit der Phiiophorbide in Petrolitther. Es erweist sich, 
daB, wenn zu einer Acetonlésung von Phiophorbid Petrolither und 
danach Wasser im UberschuB zugegeben wird, an der Oberflache sich 
eine petrolitherische Schicht bildet, die ganz farblos ist, wihrend das 
in der wiisserigen Lésung nicht in Suspension gehaltene Phiophorbid 
sich niederschlagt. Unter denselben Bedingungen geht das simtliche 
Chlorophyll in den Petrolither iiber. Die Bestimmung selbst wird 
folgendermaBen ausgefiihrt: Von der Chlorophyll oder Phiophytin 
enthaltenden Versuchsfliissigkeit werden in bestimmten Zeitréumen 
einzelne Proben genommen und wird das Pigment derselben in Aceton 


') R, Willstdtter und A. Stoll, Untersuchungen iiber Chlorophyll, Berlin 
1913, S. 8. 

2) Dieselben, ebendaselbst 1913, S. 176. 

’) Dieselben, ebendaselbst 1913, S. 286. 
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iibergefiihrt. Die Acetonlésung wird mit Petrolither und einem Wasser- 
iiberschuB versetzt. In den Fallen, wo in der Versuchstliissigkeit Ab- 
spaltung von Phytol vom Chlorophyll (Phiophytin) und Bildung von 
Phiophorbid stattgefunden hat, wird die Firbung der Petrolither- 
schicht mit jeder nachfolgenden Probe weniger intensiv und der Nieder- 
schlag voluminéser. Im entgegengesetzten Falle zeigt ein kolori- 
metrischer Vergleich der oberen gefarbten Schichten keinen Unterschied 

Anfinglich wurden die Versuche mit einem Priaparat von isoliertem 
Chlorophyll angestellt, das wir nach Wéillstdtters und Stolls Verfahren 
als sogenanntes Rohchlorophyll erhielten. Dieses Verfahren liefert 
kein ganz reines Priparat, doch war absolute Reinheit zum Zwecke 
der Versuche auch nicht notwendig. Bei den Versuchen wandten wir 
das von uns erhaltene Priparat in wasseriger kolloidaler Lésung an, 
die wir folgendermaBen darstellten. Eine gewisse Menge des Priiparats 
wurde in einer minimalen Quantitét Aceton aufgelést und die so er- 
haltene Acetonlésung vielfach mit Wasser verdiinnt. Dabei verlor 
die Fliissigkeit ihre charakteristische rote Fluoreszenz, wurde griinlich 
triibe und opaleszent. Es entstand eine wisserige kolloidale Chlorophyll- 
lésung. Um die Lésung vom Aceton zu befreien, destillierte man sie 
1 Stunde lang im Vakuum bei 35°. Da die kolloidale Chlorophyllésung 
beim Zusatz von Magensaft koagulierte, so versetzte man die Lésung 
vor dem Versuch mit einer Gelatinelésung als Schutzkolloid. Die auf 
diese Weise bereitete Lésung wurde mit Hundemagensaft vermischt 
und fiir 3 bis 12 Stunden in den Thermostaten gestellt ; die Temperatur 
war 37°. Die Verdauungsprodukte wurden mit Ather ausgezogen und 
nach den oben erwihnten Methoden auf die Gegenwart von Phio- 
phorbiden untersucht. In einer langen Versuchsreihe gaben alle Proben 
ein negatives Resultat, d. h. es gelang keinmal, Bildung von Phio- 
phorbiden wahrzunehmen. 

Der atherische Extrakt der Verdauungsprodukte war in allen 
Fallen olivgriin gefairbt; im Spektrum trat scharf ein Streifen neben £ 
hervor, der auf die Abspaltung des Magnesiums hinwies. Ein genaues 
Spektrogramm der Lésung zeigt ein Spektrum, das mit dem dem 
Phiophytin zugeschriebenen (Tabelle IIT) zusammentrifft. 

Da diese Versuche mit cinem Chlorophyllpriparat angestellt 
wurden, so wurde behufs gréBerer Anniherung an die natiirlichen 
Bedingungen eine Reihe von Versuchen mit der Verdauung des in den 
Blattern selbst befindlichen Chlorophylls eingeleitet. Es wurden zum 
Versuch ebensolche Blatter von Lamium alb. benutzt, wie zur Dar- 
stellung des Chlorophyllpraparats gedient hatten ; sie wurden getrocknet 
und zermahlen und 7 bis 14 Stunden lang bei 37° mit Magensaft 
digeriert. Darauf wusch man die Salzsiiure ab, kochte das Gemisch 
behufs Zerstérung der Fermente, extrahierte es mit Aceton und unter- 
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suchte den Extrakt auf gewéhnliche Weise auf Phaophorbide. Die 
Resultate der Versuchsreihe sind in Tabelle I (Probe ,,a**) zusammen- 





gestellt. 
Tabelle I. 
Probe .a* Probe .b* Probe .c* 
Versuch | 
» a ti 
5 ihuial ote 
4 . 1 = 
5 4. i of 
Das Zeichen — bezeichnet eine negative Reaktion. 
- - — in »» schwach positive Reaktion. 
” ” + + ” ” pe sitive Reaktion. 


Somit hatte Phytolabspaltung stattgefunden, allerdings in geringem 
MaBe, was man aus der schwachen Intensitaét der Reaktion schlieBen 
kann. 


Um aufzuhellen, auf Kosten welches Agenten — des Magen- 
saftes oder der Chloropbyllase der Blatter selbst — die Phytolabspaltung 
in diesem Falle stattgéhabt hatte. stellten wir Proben mit Blattern 
und einem Zusatz von aufgekochtem Magensaft (Tabelle 1, Probe ,,b*) 
und gekochten Blattern und ungekochtem Magensaft (Tabelle I, Probe ,,c**) 
an. Wie aus derselben Tabelle ersichtlich ist, gaben die Proben ,,b“ stets 
ein positives Resultat, kein geringeres und zuweilen ein bedeutenderes 
als die Proben ,,a‘* (Versuch 5), wihrend die Proben ,,c‘ stets negativ 
waren, d. h. da die Phytolabspaltung, wie es scheint, tatsichlich 
auf Kosten der Chlorophyllase vor sich geht, an der gerade die Lamium- 
blatter sehr reich sind. 


Auch in diesem Falle lieB die spektroskopische Untersuchung des 
Extraktes aus verdauten Blattern Absorptionsstreifen neben der 
Linie Z und zwischen F und £ gewahren, welche fiir magnesiumfreie 
Produkte charakteristisch sind, und zeigt das detaillierte Spektrogramm 
ein Spektrum, welches mit dem des Phiophytins zusammentrifft 


(Tabelle ITT). 


Da alle oben beschriebenen Versuche mit dem Magensaft des 
Hundes, folglich eines Fleischfressers, ausgefiihrt wurden, und es 
nicht méglich war, den Resultaten derselben eine allgemeingiiltige 
Bedeutung zuzuschreiben, so unternahmen wir eine Reihe Unter- 
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suchungen mit dem Mageninhalt von Pflanzenfressern, und zwar von 
Kaninchen und Rindern.. Der Mageninhalt frisch getéteter Tiere wurde 
gewaschen, behufs Zerstérung der Fermente gekocht, etwas getrocknet 
und mit Aceton ausgezogen. Den Extrakt untersuchte man auf die 
Gegenwart von Phiophorbiden auf die gewéhnliche Weise. Die Re- 
sultate sind in Tabelle LI zusammengestellt. 


Tabelle Il. 





Petrolatherprobe KOH n 100 


Kaninchen 


Rindl....... _- = 
a 

Nur beim Kaninchen | erwiesen sich im Mageninhalt Spuren von 
Phaophorbyden; in den anderen Fallen war das Resultat ein negatives, 
d. h. der Magensaft selbst, sowohl des Kaninchens als des Rindes, 
erwies sich, wie es scheint, unfahig, Phytol abzuspalten. Die Spuren 
von Phiophorbiden im Mageninhalt des Kaninchens 1 lassen sich auf 
Grund der vorhergegangenen Versuche vielleicht durch die Einwirkung 
der Chlorophyllase der Blatter erklaren. 

Die spektroskopische Untersuchung der Extrakte des Mayen- 
inhalts zeigte im Spektrum einen fiir magnesiumfreie Produkte charak- 
teristischen Streifen neben Z, und die genaue Messung ergibt ein 
Spektrum, das, wie in allen vorhergehenden Fillen, mit dem Spektrum 
des Phiophytins koinzidiert (Tabelle ITI). 


SchluBfolgerung. 


Unter der Einwirkung des Magensaftes auf das Chlorophyl:, sowohl 
das isolierte als das in Blattern befindliche, in vivo wie auch in vitro, 
verliert dieses sein Magnesium und geht in magnesiumfreie Produkte, 
soweit man auf Grund der spektroskopischen Untersuchung urteilen 
kann, dem Anschein nach in Phiophytin, tiber. 

Bei der Einwirkung von Magensaft auf Chlorophyll gelingt es nicht, 
Bildung von Phiiophorbiden wahrzunehmen. Dies kann in unbedeuten- 
dem MaBe bei der Einwirkung von Magensaft auf das in Blattern 
befindliche Chlorophyll der Fall sein. Der Grund davon liegt nicht 
etwa in besonderen Eigenschaften des Magensaftes, sondern im Vor- 
handensein eines entsprechenden Ferments (Chlorophyllase) in den 
Geweben der Blatter selbst. 
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Tabelle III. 








» , 7 
Absorptions. Phophytin —-Igoliertes latter | Maeninhalt 
streiten Willatdtter ) Magensaft + Magensaft Kaninchens 3 











688—640 685—647 ‘ 690—640 687—642 
2 622—597 622—600 620—600 620—600 





3 569—556 568—555 570—555 570—560 
4 542—525 540—530 542—527 542—527 
? 515—488—459 513— | §15— 514— 


Intensitat des . . 
Absorptions: i><<é> 2 om 3 ae 2 > 3 l >4> 2 > 3 l> 4> 2 > 3 
streitens 


') Willstdtter und Hochleder, Lieb. Ann. 354, 205, 1907. 
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Zum Problem der Siurebildung durch Aspergillus niger. 
(Vorlaufige Mitteilung). 


Von 
K. Bernhauer. 


(Aus dem pflanzenphysiologischen Institut der deutschen Universitat 
in Prag.) 


(Eingegangen am 31. Oktober 1924.) 


Die Mitteilung von R. Falck und S. N. Kapur ,,Uber die Glucon- 
siurebildung bei Fadenpilzen‘!), sowie die Mitteilung von K.Wehmer 
iiber die ,,Oxalsiure- und Citronensiureentstehung in ihrer gegen- 
seitigen Beziehung bei verschiedenen Rassen des Pilzes Aspergillus 
niger“**) veranlassen mich dazu, iiber einige Ergebnisse einer im 
Oktober 1923 begonnenen Untersuchung iiber die Saurebildung bei 
Aspergillus niger hier kurz zu berichten. 

Die Bildung von Gluconsiure aus Glucose (die sogenannte ,,Glucon- 
siuregirung) durch die Einwirkung bestimmter Bakterien [Myco- 
derma aceti bzw. Micrococcus oblongus nach Boutrewx*)] ist eine be- 
kannte Tatsache. — Ick konnte nun véllig unabhingig von der Unter- 
suchung von Falck und Kapur gleichfalls feststellen, daB die in den 
Kulturen von Aspergillus niger auf Rohrzucker auftretende ,,dritte 
Saure‘* Gluconsiiure darstellt. 

1. Die Abscheidung und Identifizierung der Gluconsdure erfolgte in 
folgender Weise (von Falck und Kapur wurde ein prinzipiell analoges 
Verfahren angewendet): Nach dem genauen Neutralisieren der Kultur- 
fliissigkeit mittels CaCO, und schlieBlich mit Ca(OH), auf dem Wasser- 
bade, Abfiltrieren des eventuell abgeschiedenen Ca-Oxalats und Ca- 
Citrats und starkem Eindampfen der Lésung wurde das Ca-Salz der 
Gluconsiure durch Zusatz von Alkohol als halbfeste Masse ausgefiallt, 
die nach einigem Stehen im verschlossenen Kolben zu einem festen 
Kristallkuchen erstarrte. Das so erhaltene Rohprodukt kann durch 
Auflésen in Wasser auf dem Wasserbade, lingeres Kochen mit Tier- 
kohle und Versetzen des noch warmen Filtrats mit einer zuvor ermittelten 


1) R. Falck und S. N. Kapur, B. 57, 920, 1924. 

*) K. Wehmer, B. 57, 1659, 1924. 

3) L. Boutrour, C. r. 91, 236, 1880; zitiert nach F. Czapek, Biochemie 8, 
64, 1921. 
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Menge Alkohol umkristallisiert werden. Durch zwei- bis dreimalige 
Wiederholung dieser Operation erhilt man ein rein weiBes Produkt, 
das sich in warmem Wasser véllig farblos auflést und keine Spur von 
Reduktionsvermégen gegeniiber Fehlingscher Lésung zeigt. Die Kristal- 
lisation besteht aus feinen, meist mikroskopisch kleinen Nadeln, die 
zu Sphiarokristallen vereinigt sind. Bei langsamem Auskristallisieren 
entstehen vielfach groBe Kristallwarzen, die aus Biischeln feiner, langer 
Nadeln bestehen, die auch mit unbewaffnetem Auge sehr gut erkennbar 
sind. 

Die Bestimmung des optischen Drehungsvermdgens ergab cinen 
Wert von 10,4°: Falck und Kapur fanden fiir ihr Produkt 9,7°, Nef?) 
fand fiir das Ca-Salz der Glhuconsiure 10,5°. 

0,1995 g Substanz gaben 0,0254 g CaO; 

Ca(CgH,,0,) + H,O. Ber.: 12,51 Proz. CaO; 
Gef.: 12,74 ,, CaO. 
0,1849 g Substanz gaben 0,2203 g CO,, 0,0902 ¢ H,O; 
(C,H,,0,),Ca + H,O. Ber.: C 32,14 Proz., H. 5,39 Proz. 
Gef.: C 32,50 ,, H 5,46 

Die Darstellung des Phenylhydrazids der Gluconsdure gelang sehr 
gut nach dem Verfahren von E. Fischer und Passmore*). Das erhaltene 
Produkt zeigte die gleichen Eigenschaften, die die erwahnten Autoren 
als charakteristisch fiir Gluconsiiurephenylhydrazid bezeichnen. 
Schmelzpunkt gegen 198°. 

0,2007 g Substanz gaben 0,3688 g CO,, 0,1151 g H,O; 

Cy Hyg OS N,. Ber.: C 50,35 Proz., H 6,34 Proz. 
Gef.: C 50,13 ,, H 6,42 _,, 

Darstellung von Zuckersdéure. Obwohl durch die bisher mitgeteilten 
Versuche bereits so gut wie vdllig gesichert war, daB es sich bei der 
fraglichen Substanz um das Ca-Salz der Gluconsiure handle, wurde 
als letzter Beweis noch die Oxydation mit Salpetersiure vorgenommen. 
Dies wurde auch deshalb durchgefiihrt, um die Vermutung Butke- 
witschs*), daB es sich bei der ,,dritten Saure** um eine der Parasaccharin- 
siure aihnliche Substanz handeln kénne, véllig zu entkriiften. 

Die Oxydation mit konzentrierter Salpetersiure (1,4) fihrte 
ebenso wie die Oxydation mit verdiinnter Salpetersiure (1,2) stets zu 
einer zweibasischen Saure, die als Zuckersiéure erkannt werden konnte. 
Die Oxydation wurde in ahnlicher Weise wie von Kiliani und Léffler*) 
(,,Oxydationsprodukte des Parasaccharins‘‘) durchgefiihrt. Je 1 Teil 
Substanz wurde mit 3 Teilen Salpetersiiure (1,2) bei 50 bis 55° etwa 


1) Nef, A. 857, 214, 1907. 

*) BE. Fischer und Passmore. B. 22, 2728, 1889. 
3) Butkewitsch, diese Zeitschr. 142, 195, 1923. 
4) Kiliani und Léffler, B. 37, 3612, 1904. 
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7 Stunden lang erwirmt; das Reaktionsprodukt mit CaCO, und 
schlieBlich mit Ca(OH), genau neutralisiert, auf dem Wasserbade 
etwas eingeengt und mit Alkohol versetzt. Die entstehende voluminése 
Fillung wurde nach dem Absaugen in gréBeren Mengen Wasser auf 
dem Wasserbade durch langeres Digerieren gelést, die gelb bis braun 
gefairbte Lésung durch Kochen mit Tierkohle entfirbt. Nach einigen 
Tagen beginnt das Ca-Salz der Zuckerséure auszukristallisieren, kleine, 
kurze Nadeln, zu Sternchen und Biischeln vereinigt, gréBere Kristalle 
sehr deutlich keilférmig. 

0,1946 g Substanz gaben 0.0409 g CaO; 

Ca. CgH,O, + H,O. Ber.: 21,06 Proz. CaQ; 
Gef.: 21,02 ., CaO. 
0,2107 g Substanz gaben 0,2077 g CO,, 0,0738 g H,O. 
Ca.CgH,O, + H,O. Ber.: C 27,06 Proz., H 3,79 Proz. 
Gef.: C 26,89  ,, H3,938. ., 

Darstellung des Lactons der Zuckersdure durch Zerlegung des Ca- 
Salzes mittels Oxalsiiure und Einengen der Lésung auf dem Wasser- 
bade; nach einigen Tagen kristallisiert das Lacton in schénen groBen, 
wasserklaren Kristallen aus. Schmelzpunkt 128°. 

0,1845 g Substanz gaben 0,2517 g CO,, 0,0712g¢ H,0O. 

C,H,0;. Ber.: €37,49Proz., | H 4,2 Proz.; 
Gef.: C 37,22 ,, H 4,32 ,, 

2. Die Bedingungen fiir das Auftreten der Gluconsdure in den 
Kulturen von Aspergillus niger wurden durch eine gréBere Anzahl 
von Versuchen genau festgelegt. Mit Hilfe einer bestimmten Methode 
gelang es z. B., aus 5g Rohrzucker (10 Proz.) innerhalb 5 bis 7 Tagen 
3 bis 3,6 g Ca-Gluconat zu erhalten, entsprechend einer Ausbeute von 
60 bis 72 Proz. an Rohprodukt; unter etwas anderen Bedingungen 
56 Proz. (sogar in 3 Tagen). Ferner mag mitgeteilt werden, daB das 
von Falck und Kapur (Michael) festgestellte Wirmeoptimum von 22° 
fiir Wachstums- und Gluconsiureanhiufungsvermégen fiir den eigenen 
Aspergillus niger-Stamm (Stamm I, s. unten) nicht bestatigt werden 
kann, dieses liegt fiir den untersuchten Pilzstamm bei 30°. Die ein- 
gehendere Mitteilung des eingeschlagenen Verfahrens und der dies- 
beziiglichen Versuche behalte ich mir fiir die spiter folgende Dar- 
stellung des vorliegenden Problems vor. 

3. Versuche zum Beweise der Ansicht, daB die Gluconsdure tatdschlich 
ein Zwischenprodukt bei der Bildung der Citronensdure darstellt, verliefen 
vorliufig ziemlich negativ. Es wurde hierbei von der aus den Pilz- 
kulturen abgeschiedenen und gereinigten Gluconsiure ausgegangen ; 
unter den eingehaltenen Bedingungen bildete der Pilz aus der freien 
Gluconsiure bloB etwas Oxalsiiure, aus dem Na-Salz bedeutende 
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Mengen Na-Oxalat, aus dem Ca-Salz nicht sehr erhebliche Mengen 
Ca-Oxalat, das sich sofort an und in der Pilzdecke abschied. Butke- 
witsch (1. c.) gelang es gleichfalls nicht, seinen Aspergillus niger-Stamm 
zur Citronensdiurebildung aus Gluconsiure zu veranlassen. Die Mit- 
teilung von Falck und Kapur, daB in den Kulturen ein Abfall der Menge 
der Gluconsiure mit einem Anstieg des Ca-Citratgehaltes Hand in 
Hand gehe, kann noch nicht als voller Beweis dafiir angesehen werden, 
daB die Gluconsiure tatsichlich eine Vorstufe der Citronensiure im 
Stoffwechsel der Pilze darstellt. Ich méchte hier zugleich darauf hin- 
weisen, daB die Bedingungen fiir die Bildung und Anhaufung der 
Citronensiure durch Aspergillus niger trotz vieler Untersuchungen 
noch véllig ungekliart sind. In diesem Zusammenhang méchte ich noch 
mitteilen, daB in den Kulturen der Pilze unzweifelhaft noch andere 
Stoffwechselprodukte auftreten. 

Nach eigenen Analysenergebnissen erscheint das Auftreten eines 
Fehlingsche Lésung reduzierenden Kérpers recht wahrscheinlich, da 
in Kulturen auf Rohrzucker vielfach das Reduktionsvermégen stark 
ansteigt und bedeutend héher ist, als dem vorhandenen Zucker ent- 
sprechen wiirde; vorlaiufig gelang es noch nicht, einen entsprechenden 
Koérper zu fassen. 

4. Hinsichtlich der physiologischen Verschiedenheiten verschiedener 
Stémme von Aspergillus niger sei folgendes mitgeteilt: Es konnte 
festgestellt werden, daB ein Stamm von Aspergillus niger (I.) unter 
bestimmten Bedingungen’ fast ausschlieBlich Gluconsiiure bildet, ein 
anderer Stamm (IT.) unter gleichen Bedingungen ausschlieBlich Citronen- 
siure. Die Kulturen dieser Stimme gaben nach 12tigiger Kultur- 
dauer bei 25° (50ccm Niahrlésung, 10 Proz. Rohrzucker, 0,15 Proz. 
Pepton, Salze) folgende Analysenwerte : 





Aciditat: ‘Verbrauch 


n/l0 NaOH CasOxalat Ca-Citrat Gluconsaures Ca 
com g zg s 
Stamm I.... 136.5 0,0988 0.2370 1,84 
9» ieee 90,3 é 0.7036 “ 


Es scheint demnach eine gewisse Analogie zu den von Wehmer 
beschriebenen Stiimmen vorzuliegen, von denen die einen vornehmlich 
Citronensaure, die anderen Oxalsiure bilden. Wenn Wehmer von 
,,Citronensiure- und Oxalsiurebildnern’ spricht (l.c.), so miBte der 
von mir untersuchte Stamm I als ,,Gluconsiurebildner’ bezeichnet 
werden, da auch in alteren Kulturen desselben die Gluconsiiure weitaus 
iiberwiegt. Wieweit eine solche Klassifikation berechtigt ist, miissen 
erst weitere Versuche zeigen. Jedenfalls kann hier schon mitgeteilt 
werden, daB den Kulturbedingungen fiir die Richtung, in der die Saure- 
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bildung vor sich geht (gemessen an ihrer Anhaiufung in der Kultur- 
fliissigkeit), eine viel gréBere Bedeutung beizumessen ist, als Wehmer 
annimmt. Unter bestimmten anderen Bedingungen (als oben erwihnt) 
bildet namlich Stamm II gleichfalls fast ausschlieBlich Gluconsiiure, 
wenn auch in geringerer Menge und erheblich langsamer als Stamm I 
unter gleichen Bedingungen. Unter anderen Bedingungen bildete 
Stamm I wiederum ausschlieBlich Oxalsiure [z. B. 12g Ca-Oxalat 
aus 10proz. Rohrzuckerlésung (5 g) in 5 Tagen]. In diesem Zusammen- 
hange sei noch mitgeteilt, daB Stamm I durch Umziichtung auf Citronen- 
siure sein Vermégen zur Oxalsiiureanhiufung in Zuckerlésungen (ohne 
Basen) fast giinzlich verlor, wihrend der urspriingliche Stamm unter 
gleichen Bedingungen immerhin eine sehr deutliche Befahigung hierzu 
besitzt. Es ist wohl méglich, wenn auch nicht erwiesen, da die ein- 
zelInen sogenannten ,,Rassen‘* von Aspergillus niger vielleicht nur 
deshalb Verschiedenheiten in ihrem physiologischen Verhalten zeigen, 
weil die Impfkulturen mitunter jahrelang unter verschiedenen Be- 
dingungen geziichtet wurden; es besteht wohl die Méglichkeit, daB 
sich vielleicht die einzelnen ,,Rassen“ von Aspergillus niger durch 
bestimmte Ziichtungsbedingungen ineinander iiberfiihren lieBen. Im 
iibrigen verweise ich auf die spater folgende Publikation meiner Unter- 
suchungen iiber den vorliegenden Problemkomplex. 


Berichtigung 
zur Mitteilung von J. K. Parnas und J. Heller, diese Zeitschr. 182. 


Es soll heiBen: 
S. 10, Zeile 18 von oben: statt ,,Hohlnadeln und Thromben“ 
..£Hohlnadeln, es*’, 
8S. 10, Zeile 19 von oben: ,, __ ,,Ergiisse, und* 
.-Ergiisse und Thromben™. 


S. 17, unter der Abbildung: » ohne Zusatz, 41° 
ohne Zusatz 1°", 
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